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1.1 緒言 
 カンガルー類（Macropods）は、哺乳綱有袋目（双門歯亜目）カンガルー属の
総称で、オーストラリアの乾燥した気候帯に生息し、広大な土地を周遊して生
活する移動性の動物である[55, 106]。こうした生活様式のため、カンガルー類を
飼育する際は「広ければ広いほど良い」といった原則で他の有袋類や哺乳類の 3
倍以上の飼育面積が必要とされる[73]。つまり、カンガルー類を飼育展示するに
は一般的なケージ飼育では困難なことから、多くは比較的広い露天の地面での
放飼場、いわゆる Semi-Free Ranging（SFR）の形態で飼育される。ロンドン動物
学会ホイップスネイド野生動物公園では、カンガルー類がマーラ（Dolichotis 
patagonum）及びキバノロ（Hydropotes inermis）等と一緒に約 265ha の草原で SFR
されている[6, 85]。国内では、埼玉県立こども動物自然公園（埼玉県東松山市）
やひびき動物ワールド（福岡県北九州市）で、オオカンガル （ーMacropus giganteus）
が、シマオイワワラビー（Petrogale xanthopus）等と SFR の形態で飼育されてい
る[50]。 
こうした特殊な動物とも言えるカンガルー類の飼育上最も重要視される疾病
が、Lumpy Jaw Disease（LJD）である。LJD とは口腔の壊死桿菌症（Oral 
necrobacillosis）のことで、ヒトや野生のヒツジ及びカンガルー類の下顎もしく
は上顎骨の腫脹が特徴的な侵襲性の高い骨髄炎である[17, 34, 42, 44, 55, 86]。特
にカンガルー類においての LJD は、我が国でも古くから「カンガルー病」と呼
ばれるほど代表的な疾病で[25]、顔の軟部組織や骨の化膿性病変を主症状とし、
進行した場合は全身症状を呈し死に至ることも少なくない[3, 4, 5, 21, 55, 79, 
106]。 
カンガルー類の LJD の原因菌は Fusobacterium necrophorum、Corynebacterium 
pyogenes、Dichelobacter nodosus などの壊死桿菌であり、多くの動物の腸内にい
る常在細菌である[37, 61, 92]。そのうち F. necrophorum が主要原因菌とされてお
り、50 頭の LJD 罹患カンガルー類の創傷部位からの細菌分離では 81%が F. 
necrophorumであったとする報告 [86]や、Oliphant et.al[79]が 27頭の LJD罹患ア
カクビワラビ （ーMacropus rufogriseus）について調査したところ、F. necrophorum
が病変の 69%から分離されたとある。一方でヒトの歯周病の研究では、500種以
上の細菌種がヒトの口腔内常在菌として同定されており、歯周病の病因に関与
する細菌は多様性が高い[71]。Antiabong et.al[4]は、歯肉炎は細菌の多様性を増
加させるが、LJD においては、細菌の多様性が低いことを示した。なお、偶蹄
類の LJDの主要原因菌である Actinomycetes（放線菌）については、Samuel et.al[86]
によるとカンガルー類では病変部から分離できたのは 29%程度であった。 
これらの知見からカンガルー類での LJD の主要原因菌は F. necrophorum であ
ると言えよう[9, 21]。F. necrophorumはグラム陰性の無芽胞形成嫌気性桿菌で、
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その病原メカニズムは複雑でまだ詳細には解明されていない。飼育下カンガル
ー類における潜在的な歯周病病因菌に関する PCR 調査及び遺伝子配列分析から、
LJDの発症にはF. necrophorumとその亜種及びロイコトキシン遺伝子の検出が同
時に生じることが明らかにされている[5]。それらにより口腔粘膜への浸潤を伴
う歯肉炎として始まり、隣接する骨に感染が波及し骨髄炎を引き起こすことで
LJDは成立する[55]。 
つまり、カンガルー類の LJD とは顎または歯根の膿瘍や外傷に起因した細菌
性骨髄炎であり[32]、感染の最も多い部位は歯根膜組織で、これはカンガルー類
の独特の臼歯の成長の様式、すなわち臼歯の萌出や脱落の際に歯肉が破裂し感
染し易い状態になることにも関係している[8, 16]。リスク因子としては、歯石、
口腔内損傷、糞便で汚染された飼料、口腔を傷つけるような硬い粗飼料及び劣
悪な環境条件が挙げられる[79, 106]。 
急性期の LJD の症状は、感染部周囲の広範な腫脹、大量の流涎、歯ぎしり、
元気消失、食欲不振及び直腸温の 37.5℃以上の上昇などである[55]。慢性期では
感染部局所の腫脹に加えて悪臭を伴った緑色膿の排出や、患部の疼痛と筋肉壊
死などによる摂餌障害を呈し、進行した場合は栄養失調に至るか、口腔病巣か
ら各臓器へリンパ性又は血行性転移によって全身に感染が広がり敗血症に至り
死亡する[25]。 
 根治治療については未だ確立されておらず、対症療法として抗生物質や消炎
鎮痛剤などの薬物投与、麻酔下での化膿部の洗浄や抜歯などが実施されている
が、様々な試みとして過酸化水素、次亜塩素酸ナトリウムとベタジンによる口
腔環境の清浄化と根尖切除及び歯内充填の外科的処置なども行われている[32]。
Bakal-Weiss et.al [7]は Gan-Garoo Australian Park で飼育されている LJD 罹患オオ
カンガルーに対してクロルヘキシジンによる殺菌効果を期待し、徐放性クロル
ヘキシジンワニスを用いた新しい治療法を考案している。馬毛塗料ブラシを用
いてワニスを厚さ 1〜2mm の層にして口腔内の特に歯肉に塗布することで、ク
ロルヘキシジンが徐放し殺菌する。その結果、治療時間を有意に短縮し再発を
予防し得ることを示したが、必ずしも効果的であるとは言えなかった[7]。また
18頭の LJD罹患オグロワラビーの治療成績によれば、抗生物質療法のみ行った
8頭では最初の病変が治癒する前に死亡したが、同様に抗生物質療法と病変部の
抜歯を試みた 10 頭についても、最初の病変は治癒しても平均で 14.8±15.7 ヶ月
以内に再発しており、1年以内の再発率は 68.4%であった[59]。 
つまり、LJD はカンガルー類にとって最も重要な疾病であるにも関わらず、
根治治療が確立されていない今日においては、LJD をいかに未然に防ぐか、つ
まり予防が第一であることは言うまでもない。そして、予防のためには栄養管
理や衛生管理に加えて LJD の病因や疫学及び病態解明など様々な方面からのデ
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ータや知見が必要であるものの、未解明な部分が非常に多い。従って、本研究
ではカンガルー類の LJD について未だ科学的に実証されていない様々な方面に
ついて調査し検証を行うこととした。 
疫学については、Kido et.al [59]が野毛山動物公園（神奈川）において 54頭の
オグロワラビー（Wallabia bicolor）を対象に実施している。この調査によると、
54頭中 22頭が LJD に罹患しており、その罹患率は 40.7%であった。この罹患率
は、Vogelnest & Portas [106]がオーストラリアでの LJD発生率を報告した 9.5%よ
りも極めて高値である。この結果について Kido et.al [59]は日本とオーストラリ
アの両地域における給餌内容及び環境要因の差によるものと推察している。口
腔内の損傷は月平均気温が 18℃を下回った 1〜4 月および 10〜12 月に発生割合
が増加していたことから[59]、寒冷ストレスが LJD発生の要因となっていること
が推察できる。また、この寒冷ストレスの影響を示唆した疫学データについて
は Oliphant et.al [79]も LJDのリスク因子として支持している。 
前述したようにカンガルー類の LJDの原因となる、F. necrophorum を始めとし
た壊死桿菌類は、腸管内にいる細菌で生体由来であり、自然環境下及び飼育下
のいずれにおいても糞便を介して感染している[8, 16, 37] 。さらに、LJDは自然
環境下と飼育下のいずれの環境でも発症するものの、飼育下での発症が多いと
の報告があり [19, 61]、環境要因として前述の給餌内容や寒冷だけでなく飼育面
積に関連したストレス負荷も関与していると考えられる。これらのことを鑑み
て、本研究ではカンガルー類の LJD を腸内細菌による日和見感染症の一つと定
義した。 
カンガルー類は移動性の動物であるため[55, 106]、動物園等で飼育されている
カンガルー類が、他の動物種と比較して広い飼育面積、SFR の形態などで飼育
されていたとしても、その移動には限りがある。つまり、自然環境下と比較し
た場合、飼育下では糞便汚染など細菌の暴露リスクが高い上に、個体間の干渉
や闘争及びその他の物理的障害など飼育下ならではの様々なストレス負荷によ
り免疫力が低下するものと推察出来る。実際に、日和見感染症を含めたカンガ
ルー類の感染症は数多くあり、一度発症すると全身性疾患へ波及することが知
られている[74]。 
カンガルー類の LJD は糞便汚染による日和見感染症の一つとみた場合に、同
じく挙げられるものに寄生虫感染症がある。特に SFR ではその特徴から土壌表
面のオーシスト及び虫卵の完全な殺滅を始め、中間宿主動物の排除、早期発見
等が非常に困難であることから寄生虫症の防除が難しく問題視される。中でも
寄生虫性胃腸炎は原虫類である Eimeria 属による急性出血性腸炎が上げられ
[107]、育児嚢から出て間もない抵抗力の低い幼若個体は発症すれば死に至るこ
とが多いため、日和見感染症のリスク因子として SFR 下カンガルー類の内部寄
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生虫感染状況を把握することも必要である。 
しかし、カンガルー類に限らず SFR 下の動物における内部寄生虫調査は、そ
のアプローチの難しさから国内では関東及び中国地方のサファリパークでの調
査[43, 87] を除きほとんど行われていなかった。このため、LJDの疫学及び病態
解明に先立って日和見感染症の疫学調査の一つとして、SFR 下のカンガルー類
の寄生虫保有状況の実態を調査し検証を行うこととした。 
次に LJD を含めた日和見感染症の最も大きな要因とされるストレス負荷につ
いて検討した。そもそもストレスとは、Hans SelyeのAdaptive reactions to stress [89, 
90, 91]で示したストレス学説によると、「外部環境からの刺激によって起こる歪
みに対する非特異的反応」である。ストレスの原因となるものはストレッサー
と呼ばれ、物理的ストレッサー（騒音、放射線など）、化学的ストレッサー（酸
素、薬物など）、生物的ストレッサー（炎症、感染など）、心理的ストレッサー
（怒り、不安など）に分類される[64, 80, 109, 110]。Hans Selyeのストレス学説[89, 
90, 91]は、ストレッサーに曝された生体が有害性に適応しようとする生化学的反
応である「適応症候群」の理論にあり、これは脳の視床下部及び副腎皮質など
のホルモン分泌や自律神経系の神経伝達活動により起こる反応である。この適
応症候群の結果として生体はホメオスタシスを維持することができる[89, 90, 
91]。Hans Selye は副腎摘出マウスにおいてストレスに対する適応反応は起こら
ないことから、副腎皮質から分泌されるステロイドホルモンが重要な働きを担
うと提唱した[89, 90, 91]。ストレスには生体に有益であるとされる快ストレスと
不利益となる不快ストレスとが存在し、いずれにしても過剰なストレスが生体
に加わると様々な疾病を引き起こす原因となる。ストレスの診断方法として
様々な方法が検討されているが、その中でもストレス関連物質による診断方法
は有用性が高い。このストレス関連物質とは肉体的もしくは精神的なストレス
を感じた際に、生体の防衛反応として合成され分泌されるものの総称であり、
前述したように副腎皮質ホルモンがその代表である。 
 現在、ストレス関連物質の測定・評価はヒトを含めた様々な動物でのストレ
ス状態の評価の指標、ストレスマーカーとして広く用いられている。比較的よ
く用いられ容易に測定できるストレスマーカーとしては、副腎皮質ホルモンの
一種であるコルチゾールの他に唾液中分泌型免疫グロブリン A（sIgA）、抗酸化
力（BAP）、酸化ストレス値（d-ROMs）及びクロモグラニン A などが挙げられ
る[10, 53, 54, 64, 78, 109, 110]。コルチゾールはストレス負荷の程度によって分泌
量が変動し、その反応は大変鋭敏であることが知られている[64, 67, 69, 78, 109, 
110]。また、近年注目されているストレスマーカーの一つに、BAP と d-ROMs
がある[64]。BAP とは様々な原因で生体内に生じた細胞障害性を有する活性酸素
種やフリーラジカルを打ち消す力の程度を示すもので、d-ROMs は、生体の酸化
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反応と抗酸化反応のバランスが崩れ、酸化状態に傾き、生体が受けている酸化
的障害の程度を示したものである。これらが疾病や精神的ストレスにより影響
を受け、その血中濃度が増減することが注目され始めている[29, 60, 64, 109, 110]。 
以上から、血中のコルチゾールは客観的なストレスマーカーとしてウシ[35, 
62]及びグリズリーベア（Ursus arctos horribilis） [58]など多くの動物において用
いられている。しかしながら、カンガルー類のストレス負荷と LJD の関連性を
明らかにした報告はこれまでない。このため、SFR 下のカンガルー類について、
特にそのストレス負荷と LJDとの関連性を明らかにする必要があると考えた。 
さらに、Hans Selye が示したとおり、ストレスマーカーとしてコルチゾールは
有用な物質となり得るが、一方で採取時のストレス負荷に影響を受けることも
憂慮される。特に SFR 下カンガルー類では、家畜や愛玩動物と異なり人との接
触自体がストレスになることも予想され、血液サンプルを用いた評価は採取時
の影響も考慮に入れなければならない。そのため、より低侵襲で簡便に採取可
能な、かつ血中から移行していることが明らかとなっている生体サンプルでの
コルチゾール濃度の測定が可能であればさらに有効であると考えた。 
すでに、唾液中のコルチゾールや sIgAを用いた低侵襲的なストレス評価の有
効性が検証されている [72] が、これらにはサーカディアンリズムがあるため採
材時間を考慮しなければならず、動物園動物のようにサンプリングのタイミン
グを限定できない調査には困難である。近年、毛からもコルチゾールが検出さ
れることが明らかとなっており[41]、毛中のコルチゾールは毛が成長する間の血
中コルチゾール濃度が反映されるため、そのコルチゾール含有量を測定するこ
とにより、慢性的なストレスを評価できることが分かっている[70]。 
以上から、これまで報告の無い SFR 下のカンガルー類について血漿中の 3 つ
のストレスマーカーを測定し、LJD とストレス負荷との関連について調査検証
した上で、さらに被毛サンプルを用いた被毛中コルチゾール含有量を測定し血
中の数値と比較することで、より実践的なストレス評価法の確立と、慢性的な
ストレス負荷について検証することとした。 
続いて、カンガルー類の LJD の病態について検討した。カンガルー類の LJD
の主要病因菌は前述したように F. necrophorum と言えるが、それらのグラム陰性
細菌感染症は、エンドトキシンまたは細菌リポ多糖体として知られているグラ
ム陰性細菌エンベロープなどの炎症誘発性物質が引き金となって、過剰な全身
性炎症反応を引き起こす[31]。エンドトキシンはグラム陰性菌の一次病原因子で
あり、生体に対して強い傷害をもたらす。これはグラム陰性菌の細胞死の際に
細菌から放出されて炎症反応を引き起こすためである[23]。感染源から放出され
たエンドトキシンはマクロファージからインターロイキン-1α 及び TNF-α の合
成を引き起こし[45]、発熱や白血球減少症、補体活性化、マクロファージの活性
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化、代謝産物やミネラル及び急性期反応物質の血漿レベルの変化などの、生体
におけるグラム陰性細菌感染時に観察される多くの病態生理学的徴候の原因と
なる。 
つまり、カンガルー類の LJD についても同様の病態があると予想されるが、
これまで有袋類自体で血漿中エンドトキシン活性値と LJD に関する比較研究は
行われていない。このため、今回の LJDの病態解明について LJDに罹患したカ
ンガルー類の血漿中エンドトキシン活性値について調査し、全身性炎症との関
連について検証を行うこととした。 
Levin & Bang [63]が 1964年にカブトガニ（Tachypleus tridentatus）の血液凝固
におけるエンドトキシンの役割を発見して以来、リムルスアメーバサイトライ
セート（LAL）に基づいた多くの測定方法が開発されている [27, 30] が、これ
らのアッセイは生体外試料用であり非常に煩雑であるため[100]、動物園動物な
どの臨床現場での診断には不適である。近年、Charles River社（Charleston、SC、
USA）はエンドトキシンを検出するために Endosafe® Portable Test System（PTSTM）
という自動ハンドヘルド携帯型測定機器を市販した。この自動小型化 LALベー
スの比色計は 15分で測定結果を提示することが可能である[26, 38, 39, 96, 100, 
101]ことから、PTSTMは従来の典型的な LAL-比濁時間（KT）アッセイと比較し
て 75-85%の処理時間の短縮が図れる[39]。つまり、PTSTM は、携帯が可能であ
り少量の検体で容易にかつ迅速にエンドトキシン活性値を測定出来るため臨床
現場など時間に制約がある場合に非常に有用である。 
以上から、カンガルールー類の LJD の病態解明の一つとしてエンドトキシン
と全身性炎症の関連性を検証し、さらには PTSTM を使用して測定の可否を確認
することで、より現場で検査可能な診断方法の確立を行うこととした。 
ひびき動物ワールドは SFR の形態でオオカンガルー約 120 頭とシマオイワワ
ラビー約 130頭及びケナガワラルー（Common wallaroo） 4頭を、また同じ有袋
類であるヒメウォンバット（Vombatus ursinus）2頭（現在は飼育無し）を飼育し
ている。これはカンガルー類の飼育総数としては国内随一である。今回このひ
びき動物ワールドの特徴を生かし数多くのサンプリングを行うことで、カンガ
ルー類の LJD について、疫学調査や病態解明に対して様々な知見を集めること
を目的として、これまで述べた多方面からの調査を行い検証することとした。 
まず第 2 章では糞便汚染についての疫学調査として国内ではほとんど行われ
ていない SFR 下有袋類の内部寄生虫保有状況の実態調査を試みた。次に第 3 章
では最初に LJD 罹患個体及び健常個体の血漿中のコルチゾール、BMP 及び
d-ROMs を測定し LJD により受けているストレス負荷について評価した上で、
より低侵襲なストレス評価方法の開発と慢性的なストレス負荷の評価を行うこ
とを目的に被毛中コルチゾール含有量を測定し検証を行った。さらに第 4 章で
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は、LJD の病態解明として特に全身性炎症との関連について血漿中エンドトキ
シン活性値を指標に調査し、PTSTMを用いて同様に LJD 罹患個体の血漿中エン
ドトキシン活性値について測定が可能か、またその診断が有用であるかについ
ての評価も行った。そして第 5 章では、これらの成果を総合的にまとめ考察す
ることで、カンガルー類の LJDに対しての今後の対策などについて論じた。  
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第２章 
 
Semi-Free Ranging下の有袋類の糞便を用いた 
内部寄生虫保有状況の実態調査  
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2.1 小緒 
ケージ内飼育が困難な生態・行動学的特徴を有するカンガルー類では、一般
的に SFR の形態で飼育されている [6, 50, 85]。そうした飼育下カンガルー類で
最も重要視される疾病が LJDであり、顔の軟部組織や骨の化膿性病変が主症状
で、進行した場合は全身症状を呈し死に至ることも少なくない疾病である[3, 4, 5, 
21, 25, 79, 106]。LJD の主要原因菌は F. necrophorum などの壊死桿菌で、これは
動物の腸内などの常在細菌であり[37, 61, 92]、糞便汚染による日和見感染症の一
つと言える。糞便汚染に関連した日和見感染症としては、当然ながら寄生虫感
染症が第一に憂慮されるものである。SFR 下ではその飼育形態から土壌消毒が
困難であり、表面のオーシスト・虫卵の完全な殺滅、中間宿主動物の排除及び
早期発見の難しさなどが重なり寄生虫症の防除が難しいと予想される。 
しかしながら、SFR における内部寄生虫調査はそのアプローチの難しさもあ
って国内ではごく一部のサファリパークにおける調査を除き[43, 87]ほとんど行
われていなかった。このため、糞便汚染による日和見感染症の調査の一つとし
て、今回ひびき動物ワールドの SFR 下有袋類について内部寄生虫保有状況の実
態を調査し検証を行った。 
 
2.2 材料及び方法 
寄生虫保有状況の実態調査が開始された 2006 年時点、ひびき動物ワールドの
敷地面積は約 1.8ha、シマオイワワラビー約 130頭、オオカンガルー約 120頭及
びヒメウォンバット 2頭が SFR されていた（図 2-1）。 
2006年から 2009年の 7月ないし 8月に 1 回（合計 4回）、対象種 3種が頻繁
に生活している場で動物種が明らかにされた新鮮糞便のみを選別しそれぞれ約
50 gを採取した（図 2-2）。個体の特定はなされなかったが、当該調査期間中の
延べサンプル数（糞粒数）は 77で、その内訳としてシマオイワワラビー由来 37、
オオカンガルー由来 33及びウォンバット由来 7となった。これらについてショ
糖遠心浮遊法（ウィスコンシン法変法）を実施した。顕微鏡描画装置によりオ
ーシストと虫卵の大きさ（単位 µm）を測定した。なお、検査に供された糞粒は
予め重量を測定されていたので、濃厚寄生が示唆された場合に限り EPG値もあ
わせ提示した。 
斃死した個体については、シマオイワワラビー10頭及びオオカンガルー 2頭
の 2種 12頭を解剖し、消化管を 5部位（胃・小腸上部・小腸下部・盲腸・結腸）
に大別して切開し、肉眼にて内部寄生虫の有無を確認した後、消化管内容物を
部位ごとに沈殿法により処理し、実体顕微鏡下で沈渣から蠕虫類を採取した。
検査はひびき動物ワールドに併設された P3 作業室で、感染防護服、手袋、マス
ク及びゴーグルを着用して行った。採取された蠕虫類は 70%エタノール液で固
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定・保存し、線虫の形態はラクトフェノール液により透徹し光学顕微鏡で観察
した。観察後の標本は酪農学園大学野生動物医学センターで保存した。 
 
2.3 結果 
今回検査した全サンプルから何らかの内部寄生虫由来のオーシストあるいは
虫卵（図 2-3上）が認められ、それぞれの計測値（μm）は｛｝内に示した。ま
ず、シマオイワワラビーでは、Eimeria 属のオーシスト｛長径 22.6から 29.5（平
均値 27.42）、短径 17.1から 20.2（平均値 18.55）｝、条虫卵｛長径 47.1から
53.0（平均値 49.36）、短径 30.8から 35.2（平均値 32.56）｝および線虫卵が検
出された。条虫卵は内部に梨状器官が包含されたことから（図 2-3 上・中央）、
裸頭条虫科 Anoplocephalidae のものであった。日本で飼育される有袋類では、ア
カカンガル （ーMacropus rufus）での同科条虫 Progamotaenia（Hepatotaenia） festiva
の多数寄生によると考えられる重篤症例が知られているので[77]、今回の条虫卵
が由来した種との異同が注目された。シマオイワワラビーの検査で特筆された
こととして、線虫卵はこの動物に由来する全サンプルから見つかったこと、ま
た中には EPG値 5,000 以上を示したサンプルも散見されたことであった（図 2-3
下）。なお、今回検出された虫卵は、その大きさから大型のタイプ{長径 141.7
から 168.6（平均値 156.05）、短径 67.6から 80.3（平均値 72.83）}と小型のタイ
プ{長径 66.2から 76.1（平均値 70.16）、短径 41.3から 48.4（平均値 45.44）}が
識別された。オオカンガルーからも Eimeria 属オーシストが全サンプルから得ら
れた。サイズから大型{長径 30.6から 38.0（平均値 33.95）、短径 18.0 から 21.9
（平均値 19.42）}と小型{長径 19.3から 24.3（平均値 21.40）、短径 10.3 から 14.2
（平均値 11.97）}の 2種の寄生が示唆された。これに加え線虫卵{長径 138.0か
ら 162.3（平均値 151.42）、短径 67.9から 81.7（平均値 73.10）}も検出されたが、
条虫卵は得られなかった。一方、ヒメウォンバットでは線虫卵のみが得られ、
大型のタイプ{長径 85.4 から 101.0（平均値 95.51）、短径 38.0から 40.8（平均値
39.45）}と小型のタイプ{長径 60.2から 69.1（平均値 66.78）、短径 36.5 から 40.2
（平均値 39.18）}が認められた。 
斃死した全個体の胃腔内から計 541個体の Cloacininae亜科（科 Chabertiidae; 
Strongyloidea: Chabertiidae 円虫目）に属する線虫類が検出された。検索表[2, 57, 
93]をもとに同定した結果、シマオイワワラビーからのものは Rugopharynx 
australis（図 2-5）、Cloacina pearsoni（図 2-6）、C. hydriformis（図 2-7） 及び 
Macroponema beveridgei（図 2-8）と同定された。特に顕著な知見として R. australis 
が今回調べたシマオイワワラビーの全個体で見つかったことから、この種がこ
の飼育個体群で優占的に寄生していたことが判った。一方、オオカンガルーか
ら検出された線虫は雄を欠いたため種までの同定は不可能であったが、Cloacina 
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属のある種であることが判った（図 2-9）。今後の継続的な疫学調査の一助とす
るため、今回同定された線虫種の形態と計測値（mm）を sotohira et. al [95]に準
じ図 2-5から 2-9に掲載した。 
 
2.4考察 
今回の調査では、調べた 3種全ての有袋類から線虫卵が検出されたが、この
線虫類とはどのようなグループが想定されるかを考察した。自然環境下での有
袋類の消化管では円虫類寄生が常態かつ優占すること[14, 28]、円虫類は感染幼
虫の経口摂取という単純な感染様式を示すこと[51]、自主検疫時にこの線虫を標
的にした駆虫を行っていなかったこと、日本で愛玩飼育されている有袋類にも
寄生が認められていること[48]、実際に今回斃死したシマオイワワラビーとオオ
カンガルーの剖検時に Cloacininae亜科の線虫類が検出されたことなどを総合的
に考え合わせると、これら検出線虫卵は円虫類であると推察される。円虫類は、
前述したように直接発育型であるため、本施設のように土壌で多数の個体をSFR
する場合では、容易に濃厚感染するものと思われ、今回も実際に EPG 値 5,000
以上を示したサンプルも散見された。円虫類は頭部によく発達した歯環を有す
ことから消化管粘膜を損傷し、宿主に病害を与える危険性があるばかりでなく
[14, 28, 95, 107]、後述のように他の消化管寄生性ウイルス・細菌・原虫・他蠕虫
類との混合感染、さらには強いストレス負荷などが加わった場合、ウマ類で知
られるような重篤な円虫症[51]を誘因する危険性も指摘される。 
今回、コクシジウム類 Eimeria 属の感染も証明されたが、原産地のオーストラ
リアでは飼育及び野生個体ともにコクシジウム症がよく知られ、その起因のコ
クシジウム類も 40種以上が報告されている[28, 107]。とりわけ、オオカンガル
ーでは、コクシジウム類に対する感受性が高く、成体であっても致死的腸炎が
惹起することが知られており [107]、実際に同施設での幼若個体においては少な
からず発生している。今回の検査ではヒメウォンバットからコクシジウム類は
未検出であったが、この種の野生個体では致死性コクシジウム症の報告がある
ため[47, 52]、新規個体の導入時の自主検疫では検査項目として追加すべきと考
える。さらに、コクシジウム症の増悪化には、前述の円虫症同様、飼育環境に
起因するストレス負荷なども関連しているとされている[107]ため、今回の寄生
虫症の疫学調査に加え、飼育有袋類におけるストレス状態の把握も行う必要性
がある。なお、今回の得られた寄生虫卵あるいはオーシストは、宿主特異性が
高いと考えられるものが多く、公衆衛生学的に問題視されるものではなかった。 
調べたカンガルー類 2種の原産地のオーストラリアでは、今回見つかった線
虫種は既に知られている [12, 13, 15, 20, 65, 66, 108] が、C. pearsoni 及び M. 
beveridgei がシマオイワワラビーから検出されたのは初めてであった（新宿主記
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録）。これが導入以前からの寄生であったのか、導入後に新たな寄生をしたのか
はこの調査だけでは不明であった。円虫類はカンガルー類の胃に潰瘍形成を惹
起することが知られる [14, 28, 107] が、今回の剖検ではそのような病変は認め
られず、濃厚寄生が死因に繋がった事例も認められなかった。 
当施設での内部寄生虫に対する予防や駆虫については、オオカンガルーで育
児嚢から出て間もない幼若個体に対してコクシジウムの駆虫を徹底しており、
前述したようにコクシジウムによる腸炎による死亡が少なくないためである。
しかし、それ以外は SFR ならではの飼育面積や飼育頭数などからその必要性と
コストや効果を鑑みれば、現実的ではないため実施していない。 
日和見感染症と SFR 形態との関連性について疫学調査の一環として、今回は
内部寄生虫の保有状況の実態を調査したが、サンプリングした材料全てにおい
て寄生虫が確認されたものの、それについての病原性や疾病との関連性は見ら
れなかった。しかし、SFR 下でのこうした寄生虫卵の撲滅とコントロールは困
難であることから、ストレス評価などとも合わせ、今後も継続して調査を続け
ていくことは重要だと考える。 
 
2.5小活 
2006年から 2009年、ひびき動物ワールドで SFR される有袋類 3 種、シマオ
イワワラビー（宿主略号：P）、オオカンガルー（宿主略号：M）及びヒメウォ
ンバット（宿主略号：V）の糞便について寄生虫学的な実態調査を行った。その
結果、 全サンプルにおいて何らかの内部寄生虫由来のオーシストあるいは虫卵
が認められ、Eimeria 属のオーシスト（P、M）、裸頭条虫科 Anoplocephalidaeの
虫卵（P）及び円虫類と目される線虫卵（P、M、V）が検出されたので、診断資
料の情報蓄積のため、計測値と写真画像を掲載した。また、これらに起因する
可能性がある疾病について簡単に論考した。斃死したシマオイワワラビーとオ
オカンガルー計 12頭の胃腔内から多数の Cloacininae 亜科円虫類（Rugopharynx 
australis、Cloacina pearsoni、C. hydriformis、Cloacina sp. 及び Macroponema 
beveridgei）が検出された。これらのうち、C. pearsoni 及び M. beveridgei がシマ
オイワワラビーから検出されたのは初めてであった。円虫類は胃潰瘍の原因線
虫として知られるが、今回の予備調査では顕著な病変は認められなかったが、
潜在的な負荷を与えていることも否定出来ないことから、今後の継続的な調査
は重要である。 
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図 2-1．ひびき動物ワールドで飼育された有袋類で内部寄生虫調査の対象とされ
た種（上：シマオイワワラビー、中央：オオカンガルー、下：ヒメウォンバッ
ト）とその飼育状況 
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図 2-2. サンプリング対象とされた新鮮糞便の状況 
      （オオカンガルー） 
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図 2-3ひびき動物ワールドで飼育された有袋類の糞便から得られた寄生虫 
試料   
上・左：オオカンガルーから得られた Eimeria 属オーシスト（Bar=20 μm）、
上・中央：シマオイワワラビーから得られた裸頭条虫科条虫卵（Bar=30 μm）、
上・右：ヒメウォンバットから得られた線虫卵（Bar=50 μm）、下：シマオ
イワワラビーでEPG値5,000以上の線虫卵が認められた事例（Bar=300 μm） 
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図 2-4 ひびき動物ワールドで飼育された有袋類の胃から得られた寄生線虫 
（白色糸状のもの）(Bar=50mm)   
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性別 Ｎ 体長 体幅 咽頭長 食道長 交接刺 
雄 10 
6.2-7.6 
（avg. 6.76） 
0.3-0.4  
（avg. 0.37） 
0.05 
0.8-0.9 
（avg. 0.82） 
1.5-1.9  
（avg. 1.71） 
雌 10 
7.6-10.4 
（avg. 9.00） 
0.4-0.5  
（avg. 0.48） 
0.05 
0.9-1.0  
（avg. 0.93） 
— 
単位：mm、avg：平均値 
 
図 2-5 シマオイワワラビーから検出された Rugopharynx australisの形態と計測値 
写真は雄の頭部（左）、交接嚢・腹面（中央）および同・側面（右） 
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性別 Ｎ 体長 体幅 咽頭長 食道長 交接刺 
雄 9 
7.1-10.3 
（avg. 8.63） 
0.3-0.5  
（avg. 0.41） 
0.03 
0.5-0.6  
（avg. 0.52） 
2.0-2.2  
（avg. 2.10） 
雌 10 
8.9-14.2 
（avg.11.89） 
0.4-0.7  
（avg. 0.54） 
0.03 
0.5-0.6  
（avg. 0.55） 
— 
単位：mm、avg：平均値 
 
図 2-6 シマオイワワラビーから検出された Cloacina pearsoni の形態と計測値 
写真は雄の頭部（左）、交接嚢・腹面（中央）及び同・側面（右）  
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性別 Ｎ 体長 体幅 咽頭長 食道長 交接刺 
雄 1 5.85 0.36 0.02 0.54 1.37-1.39. 
単位：mm、雌は検出されず 
 
図 2-7 シマオイワワラビーから検出されたCloacina hydriformisの形態と計測値 
写真は雄の頭部（左）、交接嚢・腹面（中央）及び同・側面（右） 
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性別 Ｎ 体長 体幅 咽頭長 食道長 交接刺 
雄 9 
11.0-15.0 
(av.12.35) 
0.23 0.04 
0.7-0.9  
(av. 0.79) 
1.1-1.3  
(av. 1.18) 
雌 10 
17.8-26.0 
(av.20.70) 
0.2-0.3  
(av. 0.27) 
0.04 
0.8-1.0  
(av. 0.87) 
— 
単位：mm、avg：平均値 
 
図 2-8 シマオイワワラビーから検出された Macroponema beveridgeiの形態と計測値 
写真は雄の頭部（左）、交接嚢・腹面（中央）及び同・側面（右） 
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性別 Ｎ 体長 体幅 咽頭長 食道長 
雌 6 
15.8-19.7  
（avg. 17.94） 
0.8-1.0  
（avg. 0.93） 
0.03 
0.6-0.7  
（avg. 0.63） 
単位：mm、avg：平均値 
 
図 2-9 オオカンガルーから検出された 雌の Cloacina sp.の頭部と計測値 
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第３章 
 
Lumpy Jaw Disease罹患オオカンガルー（Macropus giganteus） 
におけるストレス評価 
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 飼育下カンガルー類における LJD について、原因菌の特定や臨床症状の調査、
治療法の検討など行われているが、未だ根治治療が確立されず、不明な点が多
い疾患である。LJD は自然環境下よりも飼育下の個体での発生が高いこと[19, 
61]から、糞便の暴露に加えストレス負荷による免疫力の低下があるものと推察
出来る。しかし、実際にストレスとどのように影響しているのかは不明である
ため、LJD 罹患カンガルー類のストレス状態を把握することは LJD 病態解明の
上で重要である。 
血中のコルチゾールは様々なストレス負荷において鋭敏に変動することから、
客観的なストレス指標物質として多くの動物に応用されている[35, 58, 62]。また、
BAP 及び d-ROMs なども血中ストレスマーカーとして注目されている[64]。 
しかし、ストレス状態の指標としてこれらの血中マーカーを測定するために
は採血する必要があり、特に SFR 下カンガルー類では、家畜や愛玩動物と異な
り人との接触自体がストレスになることも当然予想され、血液サンプルを用い
た評価は採取時の影響も考慮に入れなければならない。このため、より低侵襲
で簡便に採取可能な、被毛中のコルチゾール含有量を測定することにより、即
時的なストレスに左右されない慢性的なストレス状態を評価することができる
と考えた[70]。  
そこで、本章第 1 節では SFR 下の LJD罹患オオカンガルーの血漿中のストレ
スマーカーを用いてストレス評価を行い、第 2 節ではストレス負荷の少ないよ
り低侵襲かつ簡便に採取できる被毛中コルチゾール含有量を測定するという新
たな方法を用いることで、合わせて評価し検証を行った。 
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3.1 Lumpy Jaw Disease 罹患オオカンガルー（Macropus giganteus）における血漿
中マーカーによるストレス評価 
 
3.1.1 小緒 
 血中のストレス関連物質の測定は、ヒトを含めた様々な動物でのストレス状
態の評価に広く用いられている[35, 58, 62]。比較的良く用いられ容易に測定でき
るストレス関連物質として、コルチゾール、sIgA、BAP、d-ROMs 及びクロモグ
ラニン Aなどが挙げられる[10, 53, 54, 64, 78, 109, 110]。その中でも、特に多く用
いられ認知度も高いコルチゾールは副腎皮質から分泌されるホルモンであり、
受けるストレスの程度によって分泌量が変動し、その反応は即応的である [64, 
67, 69, 78, 109, 110]。 また、近年注目されているストレス状態の評価の指標物質
の一つに、BAP（抗酸化力）、d-ROMs（酸化ストレス値）がある。抗酸化力と
は様々な原因で生体内に生じた細胞障害性を有する活性酸素種やフリーラジカ
ルを打ち消す力の程度を示すものである。一方、酸化ストレスとは生体の酸化
反応と抗酸化反応のバランスが崩れて酸化状態に傾くなど、生体が受けている
酸化的障害の程度を示したものである。これらが疾病や精神的ストレスにより
影響を受けると、その血中濃度が変動するため注目が集まっている[29, 60, 64, 
109, 110]。 
 これら血中に分泌されるストレス関連物質は、その感度は非常に高く比較的
様々なデータが存在するため、健康状態からの変動の評価や定点測定における
ストレス評価及び推定に有用であることが示されている。しかし、これらのス
トレス評価がカンガルー類でも可能であることや、さらには LJD との関連性に
ついては不明であった。そこで SFR 下のオオカンガルーの LJD罹患個体及び健
常個体の血漿中のコルチゾール、BAP 及び d-ROMs の測定を行いそれぞれ比較
することで LJD罹患個体のストレス状態についての評価と検証を行った。 
 
3.1.2 材料及び方法 
3.1.2.1 供試動物 
ひびき動物ワールドで SFR されているオオカンガルー約 120頭のうち、25頭
を供試した。LJDに罹患した個体 13頭を LJD 群、健常個体 12頭を対照群とし
た。LJDの確定診断は、顔面腫脹、体重減少、過剰な唾液分泌、舌が口外へ露
出しているなどの臨床所見に基づいて行った[55]。 
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これら全ての個体へは、草食動物用配合ペレット（ZC Pellets、Oriental Yeast Co., 
Ltd.、東京）、乾草（チモシー、アルファルファ）、野菜（ニンジン、キャベツ、
ジャガイモなど）及びリンゴを給与するとともに、水は自由摂取した。 
 
3.1.2.2 サンプリング 
2016年 1月 14日の午前 10時から午後 3時までに全てのサンプリングを行い、
4 ml の全血を頸静脈よりヘパリン処理シリンジを用いて採血し、採血後 1時間
以内に室温にて 3,000 g、10分間の遠心分離を行った。そして、約 1.8 ml の血漿
を採取し、サンプリング管（CryoTube TMバイアル、Nunc、Roskilde、Denmark）
に分注し分析まで-30℃で保存した。 
 
3.1.2.3 測定 
保存していた血漿サンプルはCortisol Enzyme Immunoassay kit （Arbor Assays、
Ann Arbor、MI、USA）を用い、記載されているプロトコルに従ってコルチゾー
ル濃度の測定を行った。また、BAPの測定はフリーラジカル解析装置（FREE carpe 
diem、株式会社ウィスマー、東京）と、Biological Anti-oxidant Potential（BAP テ
スト、株式会社ウィスマー、東京）キットを用いて測定した。BAP テストとは
第二鉄イオンを第一鉄イオンに還元できる抗酸化力の血中濃度を測定するテス
トのことで、2種類の試薬（第二鉄塩とチオシアン酸塩）を検査直前に混和し比
色液を作製し、ここに血漿サンプル 10 μl を添加する。サンプルの生物学的抗酸
化能により色調濃度が減少し、この脱色量を波長 505 nm で測定する。この BAP
テストで得られた値を BAP 値として統計解析に用いた。d-ROMs は前述のフリ
ーラジカル解析装置と Reactive Oxygen Metabolites Test（d-ROMs テスト、株式会
社ウィスマー、東京）キットを用いて測定した。d-ROMs テストとは血漿サンプ
ル 20 μl と呈色液クロモゲンと反応させ活性酸素・フリーラジカルによる代謝物
であるヒドロぺルオキシド量を測定する。血漿サンプル 20 μl を pH4.8 酸性緩衝
液で希釈し、無色のクロモゲン試薬を 20 μl添加することで、無色のクロモゲン
がピンク色に変化した色調を光度計で測定する。この検査法では多種類のヒド
ロペルオキシドの血中濃度を総合的に数値化しているため、測定結果は仮想の
単位である U.CARR が用いられている。この d-ROMs テストで得られた値を、
酸化ストレスを表す値として統計に用いた。また、これら測定された値から潜
在的抗酸化力を表す指標として BAP/d-ROMs を求め比較検討を行った。 
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3.1.2.4 統計解析 
 全てのデータは平均値±標準偏差で示した。統計解析は、SPSS ソフトウェア
プログラム（ver. 21、日本 IBM、東京）を用いて解析した。血漿中コルチゾール
濃度、d-ROMs 及び BAP、そして計算式である BAP/d-ROMs における LJD 群と
対照群との 2 群間の平均値の比較は F-検定によって等分散を確認した後に
Student’s t-検定もしくはMann-Whitney-u検定で解析した。各パラメーターの LJD
の診断能については ROC 解析を実施した。ROC 解析の結果、最適なカットオフ
ポイントを Youden指数[1]によって算出した（至適カットオフ）。Youden 指数（J）
は、ROC 曲線と感度、特異度がともに 100%を示す頂点との最大垂直距離として
定義されており、J =最大[感度+特異度-1]として算出した [1]。有意水準は p<0.05
とした。 
 
3.1.3 結果 
 BAP については LJD 群と対照群の間での有意差は認められなかったが、血漿
中コルチゾール濃度、d-ROMs 及び BAP/d-ROMs の各パラメーターにおいては
両群間に有意な差が認められた。LJD 群の血漿中コルチゾール濃度は 4.53±1.97 
µg/ml であり、対照群の 0.75±0.86 µg/ml よりも有意に高値を示した（図 3-1、
p<0.001）。また、血漿中コルチゾール濃度は LJD の診断能を有しており
（AUC=0.968, p<0.001）、至適カットオフポイントは>1.40 µg/ml であり、このと
きの感度及び特異度はそれぞれ 100%及び 83.3%であった（図 3-2）。 
LJD群の d-ROMs は 89.08±13.76 U.CARR であり、対照群の 62.58±5.35 U.CAA
よりも有意に高値を示した（図 3-3、p<0.001）。また、d-ROMs も血漿中コルチ
ゾール濃度と同様に LJDの診断能を有しており（AUC=0.949, p<0.001）、至適カ
ットオフポイントは>71.5 U.CAA（感度 92.3%、特異度 100%）であった。潜在
的抗酸化力であるBAP/d-ROMsは対照群の42.2±8.1に対してLJD群では29.4±5.8
と有意に低値を示した（図 3-4、p<0.001）。 
 
3.1.4 考察  
 本研究における血漿中コルチゾール濃度については、LJD 群が対照群に対し
て統計学的に有意に高値を示した。コルチゾールは副腎皮質ホルモンである糖
質コルチコイドの一種であり、糖代謝をはじめ、蛋白代謝、脂質代謝、電解質
代謝、骨代謝、さらには免疫機構に関与しており、生体にとって必須なホルモ
ンである。特にストレスに対する応答が鋭敏に変動するためさまざまなストレ
ス関連の研究の評価の一助として用いられることも多い[53, 54]。LJD 群の血漿
コルチゾール濃度が有意に高かったことは、これまでの結果同様、LJD 罹患に
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よる患部の炎症及び疼痛、さらにその疼痛により摂餌障害を引き起こしたこと
などからストレス反応が健常個体よりも有意に生じていることが示唆された。
コルチゾールは、サンプル採取時にかけるストレス負荷の程度などで鋭敏に変
動することから、個体ごとのストレス負荷の影響は無視出来ない [53, 54, 67, 68, 
69, 78] が、サンプリングを日中の限られた時間帯内で行ったことで、コルチゾ
ールの朝から夜にかけて徐々に分泌が減少するという特有のサーカディアンリ
ズムの影響についてはある程度回避できたものと考える。 
BAP については、LJD 群及び対照群の両群間で統計学的有意差は認められな
かったものの、LJD群で対照群と比較し低値を示す傾向が示唆された。これは、
LJD 群では発症により抗酸化力が減弱していることによるものと考えられた。
BAP は様々な要因で変動する。疾病などによる抵抗力の低下はもちろんのこと、
摂取ビタミン不足や食餌内容の影響、運動が及ぼす影響について報告されてい
る[101]。カンガルー類の生態や他の動物における BAP に関連した報告などに基
づいて本研究の BAP の両群間の数値の差を推察すると、口腔内に形成された膿
瘍や筋肉の傷害により摂餌障害が惹起され、外的な抗酸化物質の摂取に差が生
じてしまったこと、LJD に罹患した個体の重症度によっては運動抑制も起こる
など様々な外的要因が影響し、対照群に比べ LJD群の BAP が低値を示したと考
えられた。 
 また、LJD 群の d-ROMs は対照群よりも統計学的に有意に高値であった。ヒ
トをはじめとする好気性生物はエネルギー産生に酸素が必須であるが、その一
方で呼吸により体内に取り込まれた酸素の一部は通常の状態でも不完全に還元
され活性酸素やフリーラジカルとなる。この活性酸素とフリーラジカルが体内
の蛋白質を変性させ、酵素の失活や、遺伝子と反応した場合に核酸塩基酸化分
解や突然変異などを生じ、増大に伴って老化・発癌・炎症など多くの疾患に関
与する[29, 80]。このため、LJD 罹患により炎症や膿瘍により活性酸素やフリー
ラジカルが増大し、炎症反応が増幅され d-ROMs が上昇した可能性や、前述の
ように LJD に罹患すること自体で摂餌障害や疼痛によるストレス及び運動抑制
などが生じ、BAP の低下によって相対的に d-ROMs が増大したことで、その値
が上昇したものと推察する。 
 潜在的抗酸化力を示すとされる BAP/d-ROMs は、LJD 群で対照群よりも統計
学的に有意に低値であった。ヒトにおける研究では、線維筋痛症（FMS）にお
ける酸化バランス防御系の研究がなされており、FMS 患者は健常者のデータと
比較し BAPには有意差はないが d-ROMsが有意に高いことから BAP/d-ROMsは
低下する。これは酸化バランス防御系でホメオスタシス機構が作動した結果、
d-ROMs は高いが BAP はある程度維持されたと考察されている[76]。本研究の
LJD群の結果をヒトの FMS での研究結果になぞらえば、LJD群でも同様に酸化
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バランス防御系におけるホメオスタシス機構が破綻していることが示唆された。 
 本研究では有袋類としても初のストレス関連物質を測定し、LJD とストレス
が密接に関連していることが明らかにすることが出来た。今後も測定数値やそ
の評価に影響を及ぼす様々な要因について配慮しつつ、さらなる検証を続けて
いくことが重要であると考えた。 
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3.2  Lumpy Jaw Disease 罹患オオカンガルー（Macropus giganteus）における被
毛中コルチゾール含有量によるストレス評価 
 
3.2.1 小緒 
Hans Selye が示したとおり[89, 90, 91]、ストレス指標として副腎皮質ホルモン
であるコルチゾールは有用な指標物質となり得るが、血中コルチゾール濃度は
ストレスにより鋭敏に変動するため、サンプリング時の捕獲や保定自体がスト
レスになる飼育下野生動物においては、より低侵襲でサンプリングが可能な生
体材料による評価が望ましい。特に SFR 下のカンガルー類から頻繁な採血や唾
液の採取を行うのは捕獲や保定ストレスを伴うものである。 
近年、毛においてもコルチゾールが検出されることが明らかとなっている[41]。
毛中のコルチゾールは毛包細胞に接する血中より供給されると考えられている
ため、毛中のコルチゾールは毛が成長する過程での血中コルチゾール濃度が反
映されることになる。そのため、毛中のコルチゾール含有量を測定することに
より慢性的なストレスを評価することが可能である[70]。 
そこで、本節では SFR されている LJD罹患オオカンガルーの被毛中のコルチ
ゾール含有量を測定し、血中での結果と比較検証することとした。より低侵襲
で採取可能な実践的なストレス評価法の確立が出来れば、今後 LJD のみならず
動物園動物のストレス評価を行う上で有用な指標であることが明らかに出来れ
ば、動物園動物の健康管理においても極めて有用なツールとなり得るものであ
る。 
 
3.2.2 材料及び方法 
3.2.2.1 供試動物 
ひびき動物ワールドで SFR されているオオカンガルー約 120頭のうち、62頭
を供試した。そのうち LJDに罹患した個体 37頭（6.7±3.1 歳齢、23.9±10.1kg）
を LJD群、健常個体 25頭（6.5±3.1 歳齢、体重 27.2±11.7kg）を対照群とした。 
 
3.2.2.2 サンプリング 
2016年 1月 14日の午前 10時から午後 3時までに全てサンプリングを行い、4 
ml の全血を頸静脈よりヘパリン処理シリンジを用いて採血し、採血後 1時間以
内に室温にて 3,000 g、10分間の遠心分離を行った。そして、約 1.8 ml の血漿を
採取し、サンプリング管（CryoTube TMバイアル、Nunc、Roskilde、Denmark）に
分注し分析まで-30℃で保存した。被毛は毛刈り用ハサミを用いて腹部及び背部
よりそれぞれ約 1 gの被毛を採取した。採取した被毛はチャック付ビニール袋に
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入れ、分析まで室温で保存した。 
 
3.2.2.3 抽出 
 採取・保存していた被毛約 100 mgを秤量して 15 ml の遠沈管に入れ、イソプ
ロパノール 5.0 ml を分注し、ローテーターにより室温で 5分間撹拌（12 rpm）し
て洗浄し、被毛表面の脂溶性物質を除去した。洗浄後、イソプロパノールをア
スピレーターにより除去してドラフト内にて約 1 週間自然乾燥させた。乾燥さ
せた被毛をハサミで 5 mm 程度にカットして 40 mg秤量した後、破砕用チューブ
（2.0 ml）に入れ、ジルコニアビーズ（5 mm：1個、3 mm：3個）を入れて、ビ
ーズ式細胞破砕装置（MS-100: TOMY、Micro Smash、東京）により破砕した（5,000 
rpm、150 sec）。破砕したチューブにメタノール 1.0 ml を分注し、ローテーター
により室温で 24 時間撹拌(12 rpm)してコルチゾールを抽出した。抽出したサン
プルは遠心分離（10,000 rpm、10 min、室温）した後、上清を 13×100 mm チュー
ブにデカンタで移し、ヒートブロックで 38℃に加温しながら窒素ガスを当てて
約 40分乾固させた。乾固させたサンプルに PBS を 0.3 ml 分注し、約 1時間振と
うさせたのち、サンプルを 1.5 ml チューブに入れて分析まで-30℃で保存した。 
 
3.2.2.4 測定 
保存していた被毛からの抽出サンプル及び血漿サンプルは Cortisol Enzyme 
Immunoassay kit（Arbor Assays、Ann Arbor、MI、USA）を用い、記載されている
プロトコルに従ってコルチゾールの測定を行った。 
 
3.2.2.5 統計解析 
 すべてのデータは平均値±標準偏差で示した。血漿中コルチゾール濃度および
被毛中コルチゾール含有量における対照群と LJD 群との比較は F-検定によって
等分散を確認した後に Student’ s t-検定で解析した。また、被毛中コルチゾール
含有量の部位間における比較も同様に行った。 
 
3.2.3 結果 
 LJD 群の血漿中コルチゾール濃度は対照群よりも高い値を示したが、有意な
差は認められなかった（図 3-5）。被毛中コルチゾール含有量において、腹部被
毛では LJD 群は対照群に対して有意に高い値を示したが、背部被毛では両群間
に有意な差は認められなかった（図 3-6）。また、両群ともに腹部よりも背部被
毛中コルチゾール含有量が有意に高い値を示した（p<0.05）。 
 
3.2.4 考察 
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 本節の結果では血漿中コルチゾール濃度は LJD 群と対照群の間に有意な差は
認められなかった（図 3-5）。しかし、本章第 1 節での血漿中コルチゾール濃度
は LJD 群において有意に高い値を示していた（図 3-1）。これは、本節で用いた
LJD 群では治療履歴はあるが現在は小康状態であるという比較的軽症個体が多
かったことに起因すると考えた。血漿中コルチゾール濃度は対照群と LJD 群と
の間に差は認められなかったにもかかわらず、腹部被毛中コルチゾール含有量
は LJD 群において対照群よりも有意に高値を示した。近年の研究において慢性
的なストレス負荷はヒトやサルの被毛中コルチゾール含有量を増加させること
が報告されており[33, 97, 105]、被毛中コルチゾール含有量は慢性的なストレス
評価のバイオマーカーとして有用であることが示唆されている。そのため、本
節においても血漿中コルチゾール濃度には反映されない軽症な LJD 罹患オオカ
ンガルーであっても、慢性例であればコルチゾールが長期間にわたって被毛中
に蓄積するため、両群間に有意な差として現れることが示唆された。 
 背部被毛中コルチゾール含有量は、LJD 群及び対照群のどちらにおいても腹
部被毛中コルチゾール含有量よりも有意に高値を示した。ウシやイヌにおいて、
被毛の色は被毛中コルチゾール含有量に影響することが報告されている [11, 
41]。そのため、本節においても背部被毛が茶色であるのに対して腹部被毛は白
色であり、被毛の色の違いが含有量の異なった理由であることが示唆された。 
また、本研究では腹部被毛中コルチゾール含有量において、LJD 群は対照群
よりも有意に高値を示したが、背部被毛中コルチゾール含有量では両群間に有
意な差は認められなかった。ウシでは身体の部位によって被毛中コルチゾール
含有量が異なることが明らかとなっており[22]、部位や被毛の色など様々な要因
によって、背部被毛中コルチゾール含有量では LJD 群と対照群で差が認められ
なかったのではないかと考えられる。 
 以上のことから、本研究により被毛を用いたより低侵襲で実践的なストレス
評価法が確立され、動物園動物の健康管理においても極めて有用なツールにな
ることが示唆された。さらに、LJD に罹患しているオオカンガルーにおいて血
漿中コルチゾール濃度では上昇が認められないような軽症例であっても、腹部
被毛中コルチゾール含有量を測定することによって、慢性的なストレス状態を
評価出来ることが明らかとなった。  
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3.3 考察及び結論 
 第 1 節での LJD 群の血漿中コルチゾール濃度は対照群よりも有意に高い値を
示したのに対して、第 2 節での LJD 群では対照群に対して有意な差は認められ
なかった。これは、それぞれで供試した個体群間で症状にばらつきがあったこ
とから、症状の重症化に伴って血漿中コルチゾールが増加することが示唆され
たことにあると考えられる。さらに、血漿中コルチゾール濃度を有意に上昇さ
せる LJD 個体群は血漿中 d-ROMs をも有意に上昇させ、BAP/d-ROMs を有意に
減少させる結果となった。 
また、第 2 章で血漿中コルチゾール濃度が対照群と有意差が無かった LJD 群
においても、腹部被毛中コルチゾール含有量は対照群よりも有意に高値を示す
ことが明らかとなった。しかしながら、第 2章で供試した LJD群は血漿中の BAP
及び d-ROMs の測定を行っていないため、コルチゾールの変動に応じて血漿中
d-ROMs や BAP/d-ROMs が変動するかどうかは不明であるり、今後の調査が必
要である。 
 これらの結果から、LJD に罹患したオオカンガルーについて、他の多くの動
物におけるストレス評価と同様に血漿中コルチゾール濃度を用いたストレス評
価が可能であることが分かった。また、LJD は BAP には影響しないが d-ROMs
を増大させるため結果として酸化バランス防御系でのホメオスタシス機構を乱
していること、そのため d-ROMs を用いた LJDのストレス評価が可能であるこ
とが明らかとなった。 
さらに、LJD の症状などから血漿中コルチゾール濃度では上昇が認められな
い場合であっても、腹部被毛中コルチゾール含有量を測定することによって慢
性的なストレス状態を評価することが可能であることが分かった。つまり動物
園動物のストレス評価法としてより低侵襲かつ簡便に採取可能な被毛中のコル
チゾール含有量測定は、有用なツールとなり得ることが明らかとなった。 
今後は症状の程度だけでなく性別、年齢などがストレスマーカーにどのよう
に影響するかなどの調査も行うことで、よりストレス負荷との関連性が明らか
になるものと考えた。 
 
3.4 小活 
カンガルー類において、LJD は野生及び飼育環境下のどちらにおいても発症
し、特に飼育下の個体に多いことからストレスとの関係性が指摘されているが、
実際にストレスがどのように関係しているのかは不明であった。このため LJD
罹患カンガルー類のストレス状態を把握することは、LJD の予防や治療におい
て重要な要素となり得ると考え、本研究では SFR 下にある LJD罹患オオカンガ
ルーの血漿中のストレスマーカーであるコルチゾール、BAP 及び d-ROMs を用
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いてストレス評価を行った。また採取時のストレス負荷の影響も考慮し、より
低侵襲かつ簡便に採取可能な被毛中コルチゾール含有量を測定し比較した。 
血漿中コルチゾール濃度は対照群よりも LJD 群で有意に高い値を示した。ま
た、血漿中 BAP は対照群と LJD群の間に有意な差は認められなかったが、血漿
中 d-ROMs は対照群よりも LJD 群で有意に高く、BAP/d-ROMs も同様に対照群
よりも LJD 群で有意に高い値を示した。血漿中コルチゾール濃度において対照
群と LJD群の間に有意な差は認められない LJD罹患オオカンガルーにおいても
被毛中コルチゾール含有量では腹部被毛において対照群に対して LJD 群で有意
に高い値を示した。 
これらの結果から、LJD 罹患オオカンガルーは他の多くの動物におけるスト
レス評価と同様に血漿中コルチゾール濃度を用いたストレス評価が可能である
ことが明らかとなった。また、LJDは BAP には影響しないが d-ROMs を増大さ
せることにより、結果として酸化バランス防御系でのホメオスタシス機構を乱
しており、d-ROMs を用いた LJD のストレス評価が重要であることが示唆され
た。さらに被毛を用いたストレス評価が可能かつ有効であることが分かり、動
物園動物などへの実践的な新たなストレス評価法についても提示することが出
来た。さらに被毛中コルチゾール含有量では血漿中コルチゾール濃度には反映
しない軽度なストレス負荷の状態であっても、慢性的なストレス状態について
は評価可能であることが示唆された。  
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図 3-1 対照群及び LJD群における血漿中コルチゾール濃度 
     ＊：p<0.05 
  
0
1
2
3
4
5
6
7
健常個体 KD個体
μ
g
/m
L
対照群 LJD群
＊
36 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3-2 重度の LJD 罹患オオカンガルーを診断するための血漿コルチゾ
ール濃度の ROC 曲線 
至適カットオフポイントは Youden 指数（J）によって算出した。 
●は至適カットオフポイント 
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図 3-3 対照群及び LJD群における血漿中 d-ROMs 
     ＊：p＜0.05 
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図 3-4 対照群及び LJD群における BAP/d-ROMs 
     ＊：p＜0.05 
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図 3-5 対照群および LJD群における血漿中コルチゾール濃度 
両群間に統計的な有意差無し（p＞0.05） 
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図 3-6．対照群および LJD群における被毛中コルチゾール含有量 
   ＊: p<0.05   
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第４章 
 
Lumpy Jaw Disease罹患オオカンガルー（Macropus giganteus） 
における血漿中エンドトキシン活性値 
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LJDはヒトや野生のヒツジ[44] 及び飼育下のカンガルー類[17, 34, 42, 55, 86]
の下顎もしくは上顎骨に発生する侵襲性の高い骨髄炎について使用される用語
であり、口腔の壊死桿菌症のことであるが、特にカンガルー類では高い死亡原
因にもなりうる最も重要視される疾病である[55]。しかし、LJDは今日において
も根治治療が確立されていないことから予防が第一であり、そのためには病態
解明が鍵となる。 
カンガルー類の LJD の主要原因菌である F. necrophorum を歯肉粘膜へ感染さ
せることで骨髄炎を起こすことが実験的に証明されており[17]、発症には F. 
necrophorum とその亜種及びロイコトキシン遺伝子の検出が同時に生じること
が明らかなっている[5]。それらにより口腔粘膜への浸潤を伴う歯肉炎として始
まり、隣接する骨に感染が波及し、骨髄炎を引き起こすことで成立する[55]。 
F. necrophorum は動物の消化管などの常在菌でグラム陰性の無芽胞形成嫌気
性桿菌である。エンドトキシンはグラム陰性菌の一次病原因子であり、生体に
対して強い傷害をもたらす。これはグラム陰性菌の細胞死の際に細菌から放出
されて炎症反応を引き起こすためである[23]。感染源から放出されたエンドトキ
シンはマクロファージからインターロイキン-1α 及び TNF-α の合成を引き起こ
し[45]、発熱や白血球減少症、補体活性化、マクロファージの活性化、代謝産物
やミネラル及び急性期反応物質の血漿レベルの変化などの生体におけるグラム
陰性細菌感染時に観察される多くの病態生理学的徴候の原因となる。つまり、
カンガルー類の LJD についても同様の病態があると予想されるが、特に有袋類
において血漿中エンドトキシン活性値と LJD の重症度に関する比較研究はこれ
まで行われていなかった。 
このため、LJD の病態解明を目的に LJD に罹患したカンガルー類の血漿中エ
ンドトキシン活性値について、特に全身性炎症との関連性について評価を行う
こととした。さらに、動物園などの臨床現場における血漿中エンドトキシン活
性値の測定を簡便に行う測定法の開発を目的とした。 
 すなわち、第 1 節では LJD 罹患オオカンガルーにおいて血漿中エンドトキシ
ン活性値の増加と重症度との相関性を評価し、第 2 節では市販の自動ハンドヘ
ルド携帯型測定機器である PTSTMを使用して LJD 罹患オオカンガルーの血漿中
エンドトキシン活性値の測定の可否を確認し、PTSTMによって測定出来た場合は、
血漿中エンドトキシン活性値が LJD 罹患オオカンガルーの診断への有用である
かについての解析も同時に行った。 
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4.1 Lumpy Jaw Disease 罹患オオカンガルー（Macropus giganteus）における血漿
中エンドトキシン活性値 
 
4.1.1 小緒 
 有袋類において血漿中エンドトキシン活性値と LJD の重症度に関する比較研
究はまだ行われていない。したがって、本節では LJD 罹患飼育下オオカンガル
ーにおいて血漿中エンドトキシン活性値の増加と重症度との相関性について評
価することを目的とした。 
 
4.1.2 材料及び方法 
4.1.2.1 供試動物 
 ひびき動物ワールドで飼育されているオオカンガルー約 120 頭のうち、計 82
頭を供試した。LJD に罹患した個体 36 頭（5.8±3.2 歳齢、体重 21.2±9.8 kg）を
LJD群とし、健常個体 46頭（5.8±3.2 歳齢、体重 23.8±10.6 kg）を対照群とした。
LJD の確定診断は、顔の腫脹、体重減少、過度の唾液分泌及び舌の口腔外露出
などの臨床所見に基づいて行い[55]、LJD群のうち食欲不振や活力低下など全身
症状を呈して治療が必要な個体 12頭を重度 LJD群、過去に罹患歴があり下顎等
の変形は見られても現在は治療を必要としない 24頭を軽度LJD群とした。なお、
LJD 罹患個体に対する主な治療は、全身症状の改善を目的としたペニシリン系
抗生物質を中心とした抗生物質療法及び皮下輸液療法などであった。 
 
4.1.2.2 サンプリング及び測定 
 エンドトキシン活性値測定のために 4 mlの全血を頸静脈よりヘパリン処理シ
リンジを用いて採血し、採血後 1 時間以内に室温にて 3,000g、10 分間の遠心分
離を行った。そして、約 1.8 ml の血漿を採取しサンプリング管（CryoTube TMバ
イアル、Nunc、Roskilde、Denmark）に分注し分析まで-30℃で保存した。測定直
前に血漿サンプルをエンドトキシンフリー精製水（大塚製薬（株）、東京）で 20
倍に希釈し、ボルテックスで 10秒間攪拌した。次いで、プロテアーゼなどの妨
害物質を不活性化するために試料を 80℃で 10分間加熱した。 
 全ての試験においてエンドトキシンフリー精製水をブランクとして使用した。 
1バイアル当たり 10,000 エンドトキシン単位（EU）を含む USP エンドトキシン
標準試料（RSE、USPエンドトキシン標準ロット G、米国薬局方協会、ロックビ
ル、MD、USA）を陽性対照として使用した。LAL-KT（アッセイ用の LAL試薬
EndosafeTM、KTA2、Charles River、USA）は β-グルカンからの干渉を排除するた
め に エ ン ド ト キ シ ン 特 異 的 緩 衝 溶 液 （ Charles River ） で 再 溶 解                         
した。アッセイは 96 ウェルマイクロプレート（EndosafeTM 、96 ウェル、平底
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マイクロプレートM9001、Charles River、USA）を用い、活性値はマイクロプレ
ートリーダー（SunriseTM、Tecan Group Ltd.、Männedorf、Switzerland ）及び 
EndoScan-VTMエンドトキシン測定ソフトウェア（Charles River）を用いて測定し
た。標準曲線（0.003-3.0 EU/ml）の範囲とし、アッセイの定量下限値は 0.027 EU/ml
であった。 
 
4.1.2.3 統計解析 
 LAL-KT アッセイによる測定結果は duplication において、スパイク回収率及
びパーセンテージ変動係数（CV）パラメーターに基づいて有効性を評価した。
米国薬局方のエンドトキシン試験（Bacterial Endotoxin Test）[104]によると、ス
パイク回収率が 50-200%の場合は有効であると判定する[26, 38, 39, 56, 96, 98, 
99]。標準エンドトキシンを用いて作成した標準曲線の相関係数の絶対値は、米
国薬局方のエンドトキシン試験[104]に準じれば重相関で 0.980 以上を有効とし
た。主に陽性対照の回収率が許容範囲内にないと判断された場合、その試験は
有効ではないと判断した[38]。 
 試料のエンドトキシン活性の統計解析は、SPSS ソフトウェアプログラム（ver. 
21. 日本 IBM、東京）を使用して解析した。LAL-KTアッセイから得られたエン
ドトキシン活性の平均値を Tukey HSD 試験を用いて重度 LJD群、軽度 LJD群及
び対照群と比較した。さらに LAL-KT アッセイによって測定された血漿中エン
ドトキシン活性値がLJDの診断能を有するか否かについてROC解析を実施した。
ROC 解析の結果、最適なカットオフポイントは Youden 指数[1]によって算出し
た。Youden指数（J）は ROC 曲線と感度特異度がともに 100%を示す頂点との最
大垂直距離として定義されており、J =最大[感度+特異度-1]として算出した。本
研究では、J に対応する ROC 曲線のカットオフ値を至適カットオフ値とみなし
た[1]。なお有意水準は p<0.05とした。 
 
4.1.3 結果 
 図 4-1 は血漿中エンドトキシン活性値と LJD との関係を示す。重度 LJD群の
血漿中エンドトキシン活性値は 0.199±0.157 EU/ml であり、軽度 LJD 群
（0.051±0.012 EU/ml、p<0.001）及び対照群（0.057±0.028 EU/ml、p<0.001）のそ
れよりも有意に高値を示した。 
 血漿中エンドトキシン活性値の ROC曲線下面積は 0.969（p<0.001）であった。 
ROC 曲線の分析結果に基づいて、特に重度の LJD症状を有するオオカンガルー
を同定するための血漿中エンドトキシン活性値の診断カットオフポイントは> 
0.064 EU/ml に設定し（図 4-2）、このときの血漿中エンドトキシン活性値の診断
カットオフ値の感度と特異度はそれぞれ 100%と 88.6%であった。 
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4.1.4 考察  
 F. necrophorum などの壊死桿菌症による LJD 罹患オオカンガルーの血漿中エ
ンドトキシン活性値の診断能を評価したところ、軽度 LJD 群では対照群と有意
な差はなかったが、食欲不振や活力低下など治療を必要とする全身症状を示す
重度 LJD群では軽度 LJD群と比較して有意に上昇した。したがって、血漿中エ
ンドトキシン活性値が LJD の全身症状に関連していることが明らかとなった。
また、重度 LJDを検出するための ROC 曲線分析に基づく血漿中エンドトキシン
活性値の診断上のカットオフは>0.064 EU/ml に設定することができた。この時
の血漿中エンドトキシン活性値の診断カットオフの感度および特異性はそれぞ
れ 100%と 88.6%であった。 
これまでこのような調査や検証はなされていなかったが、本研究により SFR
下オオカンガルーにおける LJD の重症度は、血漿中エンドトキシン活性値に関
連していることが初めて明らかとなった。このことは、血漿中エンドトキシン
活性値の評価が飼育下有袋類における LJD の診断及び予後の有望な診断ツール
となり得ると言えよう。  
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4.2 自動ハンドヘルド携帯型測定機器（Portable Test SystemTM）を用いた Lumpy 
Jaw Disease罹患オオカンガルー（Macropus giganteus）の血漿中エンドトキ
シン活性値 
 
4.2.1 小緒 
 Levin & Bang [63]が 1964年にカブトガニの血液凝固におけるエンドトキシン
の役割を発見して以来、LAL に基づいた多くの測定方法がエンドトキシンの検
出と非経口薬物のエンドトキシン試験のために開発されてきた[27, 30] 。しかし、
これらのアッセイは生体外試料用であり非常に煩雑であるため動物園動物など
の臨床現場での診断に用いるには不適である[100]。 
 近年、Charles River 社はエンドトキシンを検出するために PTSTMという自動
ハンドヘルド携帯型測定機器を市販した。この自動小型化 LALベースの比色計
は 15分で測定結果を提示することが可能である[26, 38, 39, 96, 98, 99]。PTSTMは
従来の典型的な LAL- KTアッセイ[39]と比較して 75-85%の処理時間の短縮が図
れる。つまり、PTSTMは小型で携帯が可能であり、極めて少量の検体しか必要と
せず迅速かつ容易にエンドトキシン活性値を測定できるため、臨床現場など時
間に制約がある場合には有利である。 
 したがって、より現場で実施可能な検査方法の確立を行う目的で PTSTMを使
用して LJD に罹患したオオカンガルーの血漿中エンドトキシン活性値を測定し、
標準法である LAL-KT アッセイを用いて PTSTMの信頼性および有用性を評価し
た上で、PTSTMによって測定した血漿中エンドトキシン活性値が LJD 罹患オオ
カンガルーの診断に有用であるかについての解析を行った。 
 
4.2.2 材料及び方法 
4.2.2.1 供試動物 
 ひびき動物ワールドで SFR されているオオカンガルー約 120頭のうち、計 27
頭を供試した。LJD に罹患した個体 15頭（年齢 3.5±2.2 歳齢、体重 15.5±6.3 kg）
を LJD群とし、健常個体 12頭（3.6±2.3 歳齢、体重 20.5±11.7 kg）を対照群とし
た。 
 
4.2.2.2 サンプリング及び測定 
 エンドトキシン活性値測定のために 4 mlの全血を頸静脈よりヘパリン処理シ
リンジを用いて採血し、採血後 1 時間以内に室温にて 3,000g、10 分間の遠心分
離を行った。そして、約 1.8 ml の血漿を採取しサンプリング管（CryoTube TMバ
イアル、Nunc、Roskilde、Denmark）に分注して分析まで-30℃で保存した。測定
直前に血漿サンプルをエンドトキシンフリー精製水で 20倍に希釈し、ボルテッ
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クスで 10秒間攪拌した。次いで、プロテアーゼなどの妨害物質を不活性化する
ために試料を 80℃で 10分間加熱した。 
全ての試験においてエンドトキシンフリー精製水をブランクとして使用した。
1バイアル当たり 10,000 エンドトキシン単位（EU）を含む USP エンドトキシン
標準試料を陽性対照として使用した。LAL-KT は β-グルカンからの干渉を排除
するためにエンドトキシン特異的緩衝溶液で再溶解した。アッセイは 96ウェル
マイクロプレートを用い、活性値はマイクロプレートリーダー及び
EndoScan-VTM エンドトキシン測定ソフトウェアを用いて測定した。標準曲線
（0.003-3.0 EU/ml）の範囲とし、アッセイの定量下限値は 0.027  EU/ml であっ
た。 
 本節では分光光度計、リーダー及び LAL試薬カートリッジを含む PTSTMシス
テム（図 4-3）を用いて血漿エンドトキシン活性値の測定を行った。サンプル測
定用カートリッジの測定レンジは 1-0.001 EU/ml（Lot＃3183249）である（Charles 
River Laboratories によって提供されたプロトタイプ）。このカートリッジは適正
量の LAL試薬、緩衝液成分及び β-グルカンブロッカー、発色基質及び対照標準
エンドトキシンがカートリッジのチャネル上で固層化されている。被験サンプ
ルをカートリッジに充填した後、測定とともにスパイク回収を行い、次いで補
正コードを入力することで製造会社において実施された力価試験で決定した試
薬カートリッジ試験パラメーター及びそのカートリッジバッチの保存曲線に基
づいた測定値の補正を行う。本節では、Charles River社で事前に提示された補正
コード（Cal＃419065608093）を用いた。カートリッジには 2 つのサンプルチャ
ネルと 2つのスパイクチャネルがある。分析者が 25 µl のサンプルをカートリッ
ジサンプルリザーバにロードし、アッセイを開始した後に機器内で被験物は自
動的に混合・インキュベートされた。血漿中エンドトキシン活性値が、既知の
生成物陽性対照、サンプル変動係数、エンドトキシンスパイク変動係数及びス
パイクした参照値の回収率は、外挿機能を含む研究用ソフトウェアによって算
出した。本研究では、80℃で 10 分間加熱した 20 倍希釈血漿を用いてエンドト
キシン活性値を測定した。結果は自動的にシステムに入力された希釈係数で乗
算した。このアッセイの定量下限は 0.050 EU/ml であった。 PTSTMの詳細な説
明は別に報告されている[26, 56]。 
 
4.2.2.3 統計解析 
 PTSTM及び LAL-KT アッセイによる測定結果は duplication において、スパイ
ク回収率及びパーセンテージ変動係数（CV）などのパラメーターに基づいて本
測定が有効であるかを評価した。Bacterial Endotoxin Test[104]によると、スパイ
ク回収率が 50-200%の場合は有効であると判定する[26, 38, 39, 56, 96, 98, 99]。標
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準エンドトキシンを用いて作成した標準曲線の相関係数の絶対値は、米国薬局
方のエンドトキシン試験[104]に準じれば重相関で 0.980以上を有効とした。 
血漿中エンドトキシン活性値の統計解析は、SPSS ソフトウェアプログラムを
使用して解析した。PTSTM 及び LAL-KT の同等性の検定は、複数の検定間の差
異を検出するために用いるノンパラメトリック検定であるフリードマン検定を
用いて比較した[36]。ピアソンのプロダクトモーメント相関係数により任意の 2
つの連続変数間の関係を評価し、直線回帰式を得るために線形回帰モデル解析
を行った。 
 PTSTM 法から得られた血漿中エンドトキシン活性値の中央値を両群間で比較
するため Mann-Whitney U 検定を群間の比較に用いた。 PTSTMによって測定さ
れた血漿中エンドトキシン活性値が LJD の診断能を有するか否かについては
ROC 解析を実施した。ROC 解析の結果、最適なカットオフポイントを Youden
指数[1]によって算出した。Youden 指数（J）は、ROC 曲線と感度と特異度がと
もに 100%を示す頂点との最大垂直距離として定義されており、J =最大（感度+
特異度-1）として算出する。本研究では、J に対応する ROC 曲線のカットオフ
点を至適カットオフ点とみなした[1]。有意水準は p<0.05とした。 
 
4.2.3 結果 
LAL-KT アッセイにおける標準曲線の直線性は満足できるものであった（r2= 
0.984）。また、同測定法における血漿中エンドトキシン活性値のスパイク回収率
は 82.4%（範囲 73.2-88.5%）で CV値は 10.9%（範囲：0.2-18.5%）であった。こ
れらの値は米国薬局方の基準を満たしていた。PTSTMにおいて、スパイク回収率
（98.3%、範囲 50-180%）及び CV 値（11.1%、範囲 2.4-24.4%）のいずれも米国
薬局方の基準を満たしていた。 
 LAL-KT アッセイ及び PTSTMで検出された血漿中エンドトキシン活性値の中
央値は、それぞれ 0.206（0.027-1.06）と 0.222（0.050-1.43）EU/mlであった。図
4-4に示すように、PTSTMの測定結果は LAL-KTアッセイの測定結果と良好に相
関していた（r2= 0.915、p<0.001）。また、フリードマン検定の結果によれば PTSTM
の血漿中エンドトキシン活性値の測定能力は LAL-KT アッセイのそれと有意に
異ならなかった（p> 0.05）。 
 図 4-5 は LJD と血漿中エンドトキシン活性値の関係を示す。血漿中エンドト
キシン活性値は対照群の 0.100 EU/ml（範囲；0.05-0.74 EU/ml）に対して、LJD
群では 0.326 EU/ml（範囲：0.05-1.56 EU/ml）と有意に高値を示した（p<0.05）。
血漿中エンドトキシン活性値の ROC曲線下面積は 0.793であり（図 4-6、p<0.05）、
Youden 指数に基づいた ROC 曲線から求めた血漿中エンドトキシン活性値によ
る LJDの診断能の至適カットオフポイントは> 0.22 EU/ml に設定できた。この
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血漿中エンドトキシン活性値による診断カットオフの感度及び特異度はそれぞ
れ 80.0%及び 80.0%であった。 
 
4.2.4 考察 
 壊死桿菌症による全身性炎症を伴う LJD 罹患オオカンガルーの血漿中エンド
トキシン活性値を市販の自動ハンドヘルド携帯型測定機器である PTSTM を用い
て測定しその診断能の適用性を解析することで、LJD 罹患オオカンガルーにお
ける全身性炎症の感受性マーカーとして血漿中エンドトキシン活性値が有用で
あるか否かを評価した。その結果、標準的なエンドトキシン活性値測定法であ
る LAL-KTアッセイと同様に、PTSTMにおいても ROC 曲線に基づいた LJDの診
断基準として> 0.22 EU/ml の診断カットオフポイントを示すことができた。 
以上の結果より、PTSTMも有袋類の血漿中のエンドトキシン活性値の測定に適
用できることが分かった。また、さらにその測定結果から LJD の重症度を診断
出来ることまでが示唆された。つまり、動物園のような臨床現場でも PTSTM を
用いることによって簡便にエンドトキシンが検査診断出来ることが、本研究に
より明らかとなった。  
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4.3 考察及び結論 
 カンガルー類の LJD の主要原因菌は壊死桿菌である[9, 21]。病巣からは、主
に口腔内の常在細菌などの多種のグラム陰性菌が分離されるが、F. necrophorum
を歯肉粘膜へ感染させることで骨髄炎を起こすことが実験的に確認される[17]
など、これまでの報告 [79, 86] から主要原因菌は F. necrophorumと言える。 
 エンドトキシンは F. necrophorumなどのグラム陰性菌の一次病原因子であり、
動物に対して強い傷害をもたらし敗血症の病態生理学的徴候の原因となる。し
たがって、それを検知し定量する試みは感染の様々な状態を把握できる。 
 LAL に基づいた多くの測定方法が薬剤やワクチンのエンドトキシン試験とし
て開発されてきた[27, 30]が、生体外試料用であり非常に複雑であるため[100]動
物園などの臨床現場での診断に用いるには不適である。一方で PTSTM は従来の
標準的なエンドトキシン活性値測定法であるトキシノメーター法や LAL-KT ア
ッセイ法と比較して操作が簡便であり、かつ測定時間が従来法より短いことか
ら[102]、動物園などの臨床現場での応用が期待できる。 
本章では、第 1 節で LJD と血漿中エンドトキシン活性値との関連性を標準的
なエンドトキシン活性値測定法である LAL-KT アッセイを用いて評価した。そ
の結果、壊死桿菌症による LJD 罹患オオカンガルーの血漿中エンドトキシン活
性値は、全身症状の無い軽度 LJD 群では対照群と有意な差は見られなかったも
のの、全身症状を示す重度 LJD群では対照群及び軽度 LJD群のものと比較して
血漿中エンドトキシン活性値が有意に上昇することが明らかになった。 
次に、LJD罹患オオカンガルーの血漿中エンドトキシン活性値について PTSTM
を用いて測定し、その診断能を調査することで LJD 罹患オオカンガルーにおけ
る全身性炎症の感受性マーカーとして血漿中エンドトキシン活性値の有用性を
評価した。その結果、PTSTM は標準的な LAL-KT アッセイと同様に既知エンド
トキシンスパイク回収率は全てが許容範囲内であり、オオカンガルーの血漿中
エンドトキシン活性値を効率的に測定することが可能であった。 
以上のことから、SFR 下オオカンガルーにおいて LJD の重症度が血漿中エン
ドトキシン活性値に関連していることが明らかになり、予後判定の評価が可能
となった。さらに、PTSTMを用いることで動物園などの臨床現場でも簡便にエン
ドトキシンが検査診断出来ることが分かり、カンガルー類の LJD の病態解明と
その診断において重要なツールになり得ることが提言出来た。 
 
4.4 小活 
 標準法である LAL 比濁時間法で測定した血漿中エンドトキシン活性値は、中
程度 LJD群（0.051±0.012 EU/ml、p<0.001）及び対照群（0.057±0.028 EU/ml、p<0.001）
よりも重度 LJD群（0.199±0.157 EU/ml）で有意に高値であった。これらの結果
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より、SFR 下オオカンガルーにおいて LJD の重症度が血漿中エンドトキシン活
性値に関連していることが明らかになった。 
 PTSTMの性能は、標準的な LAL ベースのアッセイ系の性能と有意に異ならな
かった。また、PTSTMを用いて得られたデータは KTを用いたデータと有意に相
関していた（r2 = 0.963、p<0.001）。PTSTMで測定した血漿中エンドトキシン活性
値による LJD診断カットオフポイントは> 0.22 EU/ml であり、血漿中エンドト
キシン活性値の評価が飼育下のカンガルー類における LJD 診断に有望な診断ツ
ールとなることが分かった。  
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図4-1 軽度及び重度LJD罹患オオカンガルーにおける血漿中エンドトキシン活
性値 
＊：対照群及び軽度 LJD群に対して p<0.001 
 
 
 
  
血
漿
中
エ
ン
ド
ト
キ
シ
ン
活
性
値
（ E
U/m
l） 対照群      軽度 LJD群     重度 LJD群 
53 
 
 
図 4-2 重度の LJD 罹患オオカンガルーを診断するための血漿中エンドトキシ
ン活性値の ROC 曲線 
至適カットオフポイントは Yohden 指数（J）によって算出した。 
○オープンサークル：カットオフポイント 
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図 4-3 Endosafe® Portable Test System （PTSTM）システム 
リムルスアメーバサイトライセート（LAL）分光光度計（上）及び試
薬カートリッジ（下） 
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図 4-4 PTSTM と標準的なエンドトキシン活性値測定法である LAL-KT アッセ
イにおける血漿中エンドトキシン活性値の相関性 
 
 
血
漿
中
エ
ン
ド
ト
キ
シ
ン
活
性
値 
LA
L-
KT
（ E
U/m
l） 
血漿中エンドトキシン活性値 PTSTM（EU/ml） 
56 
 
 
図 4-5 PTSTMによって測定した LJD 罹患オオカンガルーの血漿中エンドトキ
シン活性値の中央値 
各ボックスの水平線は中央値でボックスは四分位範囲（25-75パーセン
タイル）を表す。 異常値は個別に点としてプロットした。 
＊：対照群に対して p<0.05 
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図 4-6 LJD 罹患オオカンガルーを診断するための血漿中エンドトキシン活性
値の ROC 曲線 
至適カットオフポイントは Yohden 指数（J）によって算出した。 
○オープンサークル：カットオフポイント 
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第 5章 
 
総  括  
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5.1. 総括 
カンガルー類はオーストラリアの乾燥した気候帯を周遊して生活する移動性
の動物であり、飼育の際には広い面積を必要とすることから世界的に見てもSFR
の形態で飼育されていることが多い[6, 50, 85]。 
飼育下カンガルー類における LJD は「カンガルー病」と称される程、代表的
かつ最も重要視され、慢性経過を辿り死亡する場合も少なくない疾病である[3, 4, 
5, 21, 55, 79, 106]。カンガルー類の LJDは主に F. necrophorumなどの壊死桿菌に
よる口腔内感染症で、顎や歯根の膿瘍など外傷に起因した細菌性骨髄炎である
[32]。リスク因子として、歯石、口腔内損傷、糞便で汚染された飼料、口腔を傷
つけるような硬い粗飼料及び劣悪な環境条件が挙げられる[79, 106]。 
 根治治療については未だ確立されておらず、対症療法として抗生物質や消炎
鎮痛剤などの薬物投与に加えて様々な試みが行われている[7, 32]が、決して有効
とは言えない。 
カンガルー類の LJD 罹患率は、我が国の飼育個体において高く、原産地であ
るオーストラリアの 9.5%の報告[106]に比べ、40.7%との報告もあり [59]、未公
開データ（投稿中）であるものの本研究実施施設であるひびき動物ワールドで
のオオカンガルーの罹患率は 43.9%である。このように、地域によって LJD の
罹患率が大きく違う理由として寒冷ストレスを始めとした環境要因が大きいと
され[19, 59, 61, 79]、原産地においても自然環境下より飼育下での発症が多い 
[19, 61]ことから、環境要因として寒冷だけでなく、飼育面積も重要な因子であ
ると考える。前述したようにカンガルー類は移動性の動物であるため [55, 106]、
動物園等で SFR されていてもその移動には限りがある。LJD は自然環境下にお
いても、糞に汚染されやすい場所、糞に接触した裂傷や擦過傷が原因となって
発生しており [8, 16, 37]、飼育下という限られた環境では糞便汚染を含めた細菌
暴露のリスクがさらに高まる上、個体間の干渉や闘争、その他の物理的障害な
どより様々なストレス負荷が高まることが予測できる。これらの要因に加え、
LJDの原因菌である F. necrophorumを始めとした壊死桿菌類は、腸管などの生体
由来の細菌であることを考慮すると、カンガルー類の LJD は日和見感染症の一
つであると言えよう。実際に、免疫力低下の結果として起こる日和見感染症を
含めたカンガルー類の感染症は数多くあり、一度発症すると全身性疾患へ波及
することが知られている[74]。 
こうした背景から、本研究では飼育下カンガルー類の疾病管理において、LJD
を含めた日和見感染症の予防を目的に、国内随一のカンガルー類の飼育頭数を
誇るひびき動物ワールドを対象に、多数のサンプルを用いて飼育下カンガルー
類の糞便汚染に関する疫学調査を始め LJDとストレス負荷との関連性や LJDの
病態解明について解析を行った。 
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糞便汚染による日和見感染症としては、内部寄生虫感染症が第一に憂慮され
る。特に SFR の形態では土壌表面のオーシスト・虫卵の完全な殺滅、中間宿主
動物の排除、早期発見の難しさなどにより内部寄生虫感染による暴露の可能性
は高く問題視される。しかしながら SFR における内部寄生虫調査は、国内では
関東及び中国地方のサファリパークでの調査[43, 87] を除き、ほとんど行われて
いなかった。このため、まず第 2 章では糞便を介した日和見感染症についての
疫学調査として、SFR 下カンガルー類ほか有袋類の内部寄生虫保有状況の実態
調査を行った。 
その結果、全サンプルから何らかの内部寄生虫が認められた。糞便 77サンプ
ルだけでなく斃死したシマオイワワラビー及びオオカンガルー12サンプルの胃
腔内からは、多数の Cloacininae亜科円虫類（R. australis、C. pearsoni、C. hydriformis、
Cloacina sp. 及び M. beveridgei）が検出された。 
シマオイワワラビーでは、その全サンプルから線虫卵を検出し、特に EPG値
5,000以上を示した濃厚感染例も散見された。また、R. australis が全斃死個体か
らのサンプルで見つかったことから、この種がこの飼育個体群で優占的に寄生
していたことが分かり、その他に C. pearsoni および M. beveridgei が初めて検出
され、新宿主記録となった。 
オオカンガルーの全サンプルからもコクシジウム類 Eimeria 属オーシストが
得られ、その感染も証明された。オオカンガルーではコクシジウム類に対する
感受性が高く、成体であっても致死的腸炎が惹起することが知られており [107]、
コクシジウム症の増悪化には、円虫症同様、飼育環境に起因するストレス負荷
なども関連しているとされており[107]、SFR 下カンガルー類では特に注意すべ
き寄生虫感染症である。実際に同施設では袋出後間もない幼若個体がコクシジ
ウム症による出血性腸炎で死亡しており、今後も最も警戒すべき寄生虫である
ことが示唆された。しかしながら、調査時の全サンプルにおいて宿主の症状と
の関係性は認められなかったが、例えば胃潰瘍の原因虫である円虫類が検出さ
れたことは、顕著な病変は認められなくても潜在的な負荷を与えているものと
考えられた。 
以上から、SFR 下では糞便を介した直接発育型の内部寄生虫が多数常在して
いることが分かった。コクシジウムを除く今回検出された内部寄生虫は、あく
まで日和見感染症であり病原性が高いものでは無いが、同施設でのこれらの内
部寄生虫の撲滅やコントロールは非常に困難であることから、今後も飼育環境
の指標としても継続したモニタリングが重要であることが示唆された。 
LJD を含めた日和見感染症は何らかのストレス暴露を受けて免疫機能の低下
をきたした生体に対して成立する。例えば Hulbert et.al [46]は乳牛の飼養管理が
この十年でめざましい進歩があったにもかかわらず、食餌の急激な変化や飼養
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環境によるストレス暴露により、米国では 10 頭に 1頭の乳用子牛が離乳前に死
亡していることを報告した。それ故に、ストレスと日和見感染症との関係は重
要視され、動物園動物もその条件は同様であると考える。LJD においても発症
機序や罹患率、さらにその死亡率のリスクを低減するためには、カンガルー類
のストレッサーに対する生理学的応答を理解する必要がある。すなわち、LJD
罹患動物は特にそのストレス負荷との関連性を明らかにすることは発症機序や
病態を解明する上で重要である。 
現在、ストレス負荷時におけるストレスマーカーの測定とその評価について
はヒトを含めた様々な動物で行われており、特に血中のコルチゾールは様々な
ストレス負荷において大変鋭敏に反応し変動することから様々な動物で用いら
れている[35, 58, 62]。また、BAP は生体内の抗酸化力状態の指標であり、d-ROMs
テストとともに測定することでストレス状態の総合評価が可能となる[88]。「生
体の酸化反応と抗酸化反応のバランスが崩れ、酸化状態に傾き、生体が酸化的
障害を起こすこと」が酸化ストレスである[88]。BAP の総合評価は、生体内で産
生される過剰なフリーラジカルのレベルを正確に測定することが求められ、実
際には過酸化水素や次亜塩素酸などの化学物質の定量も正確にすべきであるも
のの、活性酸素・フリーラジカルは短い寿命と高い反応性のため生体内の状態
を測定することは極めて困難である[88]。これに対して、d-ROMs テストは’’in 
vivo”で生じている現象を”in vitro”で再現することで酸化ストレスの状態を総合
的に評価出来る[88]。何故なら、d-ROMs 値の低いヒトが必ずしも BAP が高いと
は限らないからである[49]。 
つまり、カンガルー類においても同様にストレスマーカーを測定することで、
酸化ストレスやストレス負荷の状態を把握できると予測し、これまでそうした
報告がなかった。このため SFR 下のカンガルー類について、特にそのストレス
負荷と LJD との関連性を明らかにする目的で、血中のコルチゾール、BAP 及び
d-ROMs について調査検証した。さらに、動物園動物では採取時のストレス負荷
に影響を受けることも特に大きいと考え、すでに血中からコルチゾールが移行
していることが分かっている生体サンプルで、血液よりも低侵襲で簡便に採取
可能な「被毛」に着目し、新たなストレス評価の手法として被毛中のコルチゾ
ール含有量を測定評価した。 
第 3 章 1 節で SFR 下のオオカンガルーについて、LJD 罹患個体及び健常個体
の血漿中のコルチゾール、BAP 及び d-ROMs 濃度を測定し、それぞれのストレ
ス状態の評価を行った。そして、同章 2 節では同じく LJD 罹患個体及び健常個
体の血漿コルチゾール濃度の測定値と比較し被毛中コルチゾール含有量を、体
の部位と色の異なる被毛を用いてそれぞれ測定した。 
その結果、血漿中のコルチゾール、BAP 及び d-ROMs は非常に興味深い値と
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なった。LJD 群の血漿中コルチゾール濃度は、対照群よりも有意に高値を示し
た。また両群間に BAP の有意な差は認められなかったが、LJD 群で対照群より
も低値を示す傾向が示唆された。一方 LJD 群の d-ROMs は、対照群よりも有意
に高値であったことから、相対的に対照群よりも BAP/d-ROMs が有意に減少し
た。つまりこれは、（１）LJD罹患により口腔内の化膿創より活性酸素やフリー
ラジカルが増大して炎症反応が増幅され酸化ストレスが上昇、（２）LJDに罹患
することにより自由な食餌ができないために相対的に酸化ストレスが増大して
いるものと思われた。この結果をヒトの FMS での研究結果[76]になぞらえば、
LJD 群では酸化バランス防御系におけるホメオスタシス機構が破綻しているこ
とが示唆された。また、ROC 曲線の分析結果により LJD症状を診断するための
数値も明らかとなった。 
第 3 章 1 節での結果に対して、同章 2 節で測定した血漿中コルチゾール濃度
は LJD群と対照群に有意な差は認められなかった。これは、供試した LJD罹患
個体が異なり、症状にばらつきがあったことが原因と考えた。つまり、症状の
重症化に伴って血漿中コルチゾールが増加することが示唆された。さらに、血
漿中コルチゾール濃度を有意に上昇させる LJD 個体群は血漿中 d-ROMs をも有
意に上昇させ、BAP/d-ROMs を有意に減少させる結果となった。また、同節の
血漿中コルチゾール濃度は両群間で有意差が無かったにも関わらず、腹部被毛
中コルチゾール含有量は LJD 群では対照群よりも有意に高値を示すことが明ら
かとなった。近年の研究において慢性的なストレス負荷はヒトやサルの被毛中
コルチゾール含有量を増加させることが報告されており[33, 97, 105]、被毛中コ
ルチゾール含有量は慢性的なストレス評価のバイオマーカーとして有用である
ことが示唆されている。そのため、本節においても血漿中コルチゾール濃度に
は反映されない軽症な LJD 罹患個体であっても、慢性例であればコルチゾール
が長期間にわたって被毛中に蓄積するため、両群間に有意な差として現れるこ
とが示唆された。 
部位による差については、背部被毛中コルチゾール含有量は、対照群及び LJD
群のどちらにおいても腹部被毛中コルチゾール含有量よりも有意に高値を示し
た。また、腹部被毛中コルチゾール含有量において、LJD 群は対照群よりも有
意に高値を示したが、背部被毛中コルチゾール含有量では LJD 群と対照群の間
に有意な差は認められなかった。ウシやイヌにおいて、被毛の色は被毛中コル
チゾール含有量に影響することが報告されている [11, 41]。そのため、本節にお
いても背部被毛が茶色であるのに対して腹部被毛は白色であり、被毛の色の違
いが含有量の異なった理由と考えられ、カンガルー類においても部位や被毛の
色など様々な要因によって評価が異なることが示唆された。 
これらの結果から、LJD に罹患したオオカンガルーについて、他の多くの動
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物におけるストレス評価と同様に、血漿中コルチゾール濃度を用いたストレス
評価が可能であることが本研究により明らかとなった。また、LJD は抗酸化力
には影響しないが酸化ストレスを増大させるため結果として酸化バランス防御
系でのホメオスタシス機構を乱していること、そのため酸化ストレスを用いた
LJD のストレス評価が可能であることが明らかとなった。また、血漿中コルチ
ゾール濃度では上昇が認められないような軽度な症状であっても、腹部被毛中
コルチゾール含有量を測定することによって慢性的なストレス状態を評価する
ことができることが明らかになった。 
すなわち、本研究は LJD とストレス状態との関連性を評価した最初の報告で
あり、また被毛中コルチゾール含有量を指標としたストレス評価方法は動物園
動物という特殊性を考慮した極めて有用な評価方法であることを示すことが出
来た。 
続いて LJD の病態解明について調査検証を行った。LJD を罹患しても下顎骨
の骨髄炎による顎の変形の程度と、死に至るほどの全身性徴候を呈することと
は必ずしも一致せず、第 4 章 1 節において 2 歳齢以上の 82 頭中 36 頭のオオカ
ンガルーが LJD に罹患していたが、全身徴候を呈して抗生物質や輸液を中心と
した支持療法が必要と判断した重症例は 12 頭（14.6%）であった。この 14.6%
の値はオーストラリアでの LJD 発生率である 9.5%よりも高値であった [106] 。
その是非はともかくとして全身性徴候を示す重症例と局所徴候のみの軽症例が
存在しており、LJD の病態生理学的解明の緒端として症状による違いを明らか
にする必要があった。 
エンドトキシンは敗血症の様々な病態生理学的徴候の原因となる。したがっ
て、それを検知し定量する試みは感染の様々な状態と予後を把握できるもので
ある。しかし、有袋類全体においてもエンドトキシン活性値について調査され
た報告は無い。つまり LJD とエンドトキシンとの関連についての調査研究はこ
れまでなされていなかった。よって第 4章第 1節では LAT-KTアッセイを用いて
LJD に罹患したオオカンガルーを症状別に分けて血漿中エンドトキシン活性値
を測定し、症状との関連性についての評価を行った。さらにそれに基づいて、
同章第 2 節では、動物園動物などの臨床現場でもエンドトキシンが検査可能な
方法の開発のために PTSTM を用いて同様にオオカンガルーの血漿中エンドトキ
シン活性値を測定し、その有用性を評価した。 
この結果、一般的なエンドトキシン測定法である LAL-KT アッセイでは、全
身徴候の見られない軽度 LJD 群では対照群と有意な差は見られなかったものの、
全身徴候の見られる重度 LJD群では対照群及び軽度 LJD群のものと比較して血
漿中エンドトキシン活性値が有意に上昇していた。また、ROC 曲線の分析結果
に基づき重度の LJD 症状を同定するための数値も明らかとなった。そして、
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PTSTMで測定した LJD 群の血漿中エンドトキシン活性値は、LAL-KT アッセイ
で測定した時と同様に対照群と比べて有意に高値を示した。よって、カンガル
ー類の血漿中エンドトキシン活性値の判定において、PTSTMは迅速かつ簡便にエ
ンドトキシン活性値が検査診断出来ることが分かった。 
以上から SFR 下オオカンガルーにおける LJDの重症度は、血漿中エンドトキ
シン活性値に関連していることが明らかとなり、さらに PTSTM を用いることで
動物園などの臨床現場において迅速にエンドトキシン活性値が測定出来ること
が分かった。そして血漿中のエンドトキシン活性値を測定することは、飼育下
有袋類における LJD の診断及び予後判定における有望なツールとなり得ること
が明らかとなった。 
カンガルー類の LJD は、原産地とは異なる気候の加えて飼育下ならではの環
境要因も併せてストレス負荷が増大した結果、免疫力の低下を招き発症する日
和見感染症の一つであると考えられる。これらの日和見感染症を防ぐためには
疫学、ストレス負荷との関連や病態解明が必要であり、日本最多数の飼育施設
であるひびき動物ワールドのカンガルー類を対象に、多くのサンプルが得られ
たことで、上記の様々な調査と検証を行い多くの知見を得ることが出来た。特
にカンガルー類の LJD については本研究によってその疾病管理に対する様々な
科学的な知見とデータが集積できた。 
すなわち、SFR 下では糞便を介した直接発育型の内部寄生虫に常在的かつ濃
厚に感染していることが実態として分かり、糞便汚染の蔓延性が把握できた。
これにより、内部寄生虫の撲滅とコントロールが困難な SFR の飼育形態におい
ては、糞便を出来るだけ迅速に除去清掃することや定期的な土壌消毒が必要で
あり、糞便汚染の暴露を防ぐためにも個体あたりの広い飼育面積が必要である
ことが一層重要であることが科学的に裏付けられた。 
また、LJD 罹患個体ではコルチゾールを始めとしたストレスマーカーが有意
に上昇、変化しており、強い酸化ストレスに暴露されホメオスタシスが破たん
している状態を把握することが出来た。このため罹患個体のストレス負荷を軽
減し、発症後に全身性症状を引き起こさないようにするための具体的な対処法
について検討が必要であり、これまでの対症療法に加え、抗酸化物質の添加や
摂取しやすい食餌の形態などを始めとした栄養改善給餌改善を行うこと、運動
制限を減らしストレスの憎悪を防止することなどが重要であるとする科学的根
拠が得られた。 
LJD の病態について、カンガルー類においても血漿中エンドトキシン活性値
を測定することにより、全身炎症の把握が可能であり LJD 罹患個体の予後判定
に使えることが分かった。つまり、臨床現場においては PTSTM を用いて簡便か
つ迅速にエンドトキシン活性値を測定出来、今後の予後や症状の憎悪化が予測
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可能となった。その結果に基づいてエンドトキシンによる各種症状、血圧の低
下や心臓や腎臓及び肝臓などの諸臓器の傷害、DIC などへの治療も早期に行う
ことが出来るもので、今後さらに活用が広がるものと考える。 
しかしながら課題も多く、LJD の発症機序と性別や年齢、季節や個体あたり
の飼育面積とストレス負荷との関連など、多くは未解明である。また肉眼的な
顎の変形、つまり骨髄炎の波及度と全身炎症に及ぶ重症化する要因についての
検証や予後判定なども今後さらなる調査が必要である。 
だからこそ、今回確立することが出来た被毛を用いたストレスマーカー測定
方法や PTSTM での血漿中エンドトキシン活性値測定方法など、臨床現場に適し
た新たな方法を用いることで、環境改善の指標や重症度と性別年齢その他の要
因との関連などさらなる検証を続けていくことが可能であると考える。すなわ
ち、本研究によって確立したこれらの簡易なモニタリング方法は、動物園動物
など多種多様な動物種を対象とする臨床獣医師にとって、有用なツールとなり
得るものであり、今後の飼育管理や感染症予防に貢献に繋がるものとなった。 
今後は上記課題についてもさらに研究を続け新たな知見を増やし、飼育下カ
ンガルー類を始め動物園動物の疾病管理の発展に努めていきたいと考える。 
 
5.2. 付記 
 本研究は、事前に酪農学園大学実験動物委員会に試験計画書を提出して承認
されたものである（承認番号：第 VH16D1）。  
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